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La fasciolosis causada por Fasciola hepática es una de las enfermedades 
parasitarias de mayor repercusión sanitaria y económica en la ganadería de 
rumiantes de todas las regiones templadas del planeta, ocasionando unas 
pérdidas anuales de 3000 millones de dólares USA en el sector ganadero a nivel 
mundial (Boray, 1985; Hillyer y Apt, 1997). En las regiones tropicales, la 
fasciolosis se considera la infección causada por helmintos más importante que 
afecta a animales de abasto (Fabiyi, 1987). Su prevalencia oscila entre el 25 y 
el 100% dependiendo de las zonas (Edney y Muchlis, 1962; Sahba y cols., 1972; 
Soesetya, 1975; Schillhorn van Veen, 1980; Sharma y cols., 1989; Pholpark y 
Srikitjakarn, 1991; Roy y Tandon, 1992). En la mayoría de los países 
desarrollados la incidencia de F. hepatica es superior al 77% (Dargie, 1986, 
1987). 
En Asia y Africa, la fasciolosis tropical causada por Fasciola gigantica es 
la enfermedad parasitaria más importante en bovinos y ovinos (Spithill y cols., 
1999). Además, recientemente se ha señalado que la infección humana por 
Fasciola hepatica es una zoonosis creciente en áreas de América del Sur, Asia y 
Africa, en las que se han estimado entre 2,7 y 17 millones de personas 
afectadas (Mas Coma y cols., 2005), siendo la parasitación de animales 
domésticos la principal fuente de huevos, que una vez desarrollados en el 
hospedador intermediario infectan a la especie humana. 
 La infección se adquiere por la ingestión de agua o vegetales 
contaminados por metacercarias de Fasciola y el proceso patológico está en 
función de la dosis infectante y de la pauta de reinfección. Así, dependiendo de 
la intensidad de la infección, se producen procesos agudos que pueden producir 
la muerte o, lo que es más frecuente, procesos crónicos con marcada 
repercusión en las producciones cárnicas, lácteas y lanares, que pueden verse 
reducidas en un 5-20%, así como un descenso apreciable en la capacidad 
reproductiva (Schweizer y cols., 2005). Actualmente también se reconoce que 
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la fasciolosis puede originar una supresión del sistema inmune, particularmente 
de la respuesta Th1, así como problemas en la regulación del mismo, 
aumentando por tanto la susceptibilidad de animales parasitados a otras 
infecciones como pueden ser la salmonelosis y tuberculosis, e incluso afectar a 
los test que se usan para diagnosticar éstas enfermedades (Brady y cols., 1999; 
Flynn y cols., 2007).La prevalencia de la fasciolosis en Europa ha aumentado 
sustancialmente en los últimos años, probablemente debido al desarrollo de 
resistencia frente a los antihelmínticos de elección más eficaces, aunque 
también se ha sugerido que el cambio climático con inviernos más suaves ha 
podido contribuir al aumento de la prevalencia de la fasciolosis  diversas 
regiones europeas. De hecho, en España la prevalencia de la enfermedad es 
muy variable dependiendo de la región estudiada, debido a distintos factores 
que influyen directamente en el ciclo biológico del parásito como por ejemplo la 
humedad. De manera que en regiones húmedas, como puede ser Galicia, se 
describe una prevalencia en ovejas del 83%, con un porcentaje de fasciolosis 
activas del 59,5% (Paz-Silva y cols., 2003), mientras que en áreas mucho más 
secas como puede ser Andalucía tan sólo se detectó un 3% de fasciolosis 
caprina en animales testados (Martínez Moreno y cols., 1996). La fasciolosis 
caprina es considerada menos frecuente e importante que la fasciolosis ovina y 
bovina y por ello son mucho menos frecuentes los estudios sobre ella. Sin 
embargo, datos recientes señalan elevados índices de prevalencia entre 
caprinos en extensivo, como el 14% en Chile (Morales y cols., 2000), el 36,6% 
en Pakistán (Maqbool y cols., 2000) y el 23,8% en Marruecos (Khallaayoune y 
cols., 1991) e igualmente se destaca la aparición de procesos agudos con 
notable mortalidad (Rognlie y cols., 1996) y la persistencia de procesos 
crónicos con alta repercusión en la producción cárnica y láctea (Maqbool y cols., 
2000). Por tanto, en zonas en las que la ganadería caprina es prioritaria, la 
fasciolosis caprina puede aparecer como un serio problema sanitario y 
económico, con clara repercusión tanto por las pérdidas directas e indirectas, 
como por el coste de los programas estratégicos de lucha. Esta situación se 
produce en Andalucía, donde se localizan más de 1.200.000 cabras de aptitud 
cárnica y láctea (casi la mitad del censo caprino nacional) y en la que existen 
numerosas zonas de escasos recursos que dependen fundamentalmente de 
esta ganadería. En estudios anteriores se ha encontrado una prevalencia media 
del 3% en zonas montañosas de Córdoba y Granada (Martínez Moreno y cols., 




1996), que puede ser mucho más elevada en zonas más bajas, de nuevos 
regadíos o temporadas más húmedas. 
En la actualidad la lucha contra la fasciolosis está basada casi 
exclusivamente en el empleo de antihelmínticos de forma estratégica con fines 
profilácticos y terapeúticos. Estos tratamientos deben administrarse de forma 
rutinaria en aquellas zonas que son endémicas de fasciolosis debido a que los 
fármacos son activos durante uno o dos días, pero posteriormente los animales 
siguen pastando y, por tanto son susceptibles de nuevo de sufrir la infección. 
Aunque existen varios fármacos disponibles, y algunos, como el triclabendazol, 
introducido en los años 80, de probada eficacia tanto frente a adultos como a 
formas juveniles (Fairweather y Boray, 1999), cada vez se señalan con más 
insistencia las limitaciones de este único modelo de lucha. Así, en la década de 
los años 90 se empezaron a notificar los primeros casos de resistencia frente a 
triclabendazol, describiéndose posteriormente en Australia, América y varios 
países europeos (Moll y cols., 2000; Fairwather, 2005).  
Además, el uso de antihelmínticos presenta varios problemas, uno de 
ellos por ejemplo, el coste del tratamiento continuado, especialmente para los 
ganaderos de zonas endémicas, el desarrollo de resistencia antes comentado 
(Overend y Bowen, 1995), así como el elevado período de supresión para la 
carne y leche, y además algunos de ellos no están permitidos en animales de 
aptitud láctea. A todo esto hay que sumar la mayor conciencia de los 
consumidores sobre los residuos de medicamentos en alimentos y en el medio 
ambiente (Knox y cols., 2001),  así como las nuevas directivas comunitarias 
que cada vez son más estrictas en cuanto a los residuos medicamentosos en 
productos de origen animal.Por ello, en los últimos años se están contemplando 
nuevos métodos de lucha contra la fasciolosis, como son la selección genética 
de animales resistentes (Roberts y cols., 1997a,b), y sobre todo los métodos de 
control inmunológico como son el desarrollo de vacunas, que se han mostrado 
como una alternativa viable y prometedora (Spithill y Dalton, 1998; Dalton y 
Mulcahy, 2001; Dalton y cols., 2003a,b; Meeusen y Piedrafita, 2003; Hillyer, 
2005). El punto de partida está en el hecho de que F. hepatica puede inducir, 
en determinados hospedadores, respuestas inmunitarias eficaces para la 
destrucción del parásito y por tanto en la adquisición de resistencia frente a la 
enfermedad, lo que podría permitir desarrollar protocolos de inmunización con 
antígenos protectores. A partir de esta constatación se han realizado 
Introducción y Objetivos 
 
6 
numerosos ensayos de vacunación, inicialmente con diversos extractos del 
parásito (Haroun y Hillyer, 1986; Hillyer y cols., 1987), posteriormente con 
antígenos definidos de Fasciola hepatica (Sexton y cols., 1990; Spithill y cols., 
1999) y más recientemente, con antígenos recombinantes (Tendler y cols., 
1995; Piacenza y cols., 1999; Mulcahy y Dalton, 2001; Almeida y cols., 2003; 
Dalton y cols., 2003a,b) así como formulaciones antigénicas de ADN cíclico 
(cADN) (Kofta y cols., 2000; Wedrychowicz y Wisniewski, 2003; Kennedy y 
cols., 2006).En los ensayos más recientes llevados a cabo con modelos ovinos y 
bovinos se ha trabajado prestando especial atención a tres tipos de antígenos 
candidatos:  
Glutatión-S-Transferasas (GST): Enzimas detoxificantes con un 
amplio rango de sustratos químicos. 
FABP: Proteínas transportadoras de ácidos grasos. 
Cat-L y TPx: Enzimas proteolíticas, como son las catepsinas-L1 (Cat-L) y 
thioredoxin peroxidasa (TPx), abundantes en los productos de excreción-
secreción (ES) del parásito (Dalton y cols., 2003b). Usando estos antígenos se 
han descrito reducciones de la carga parasitaria comprendidas entre el 43-72% 
en bovinos; en ovinos los resultados oscilan entre 24-79% (Wedrychowicz y 
Wisniewski, 2003; Hillyer, 2005). Además, en la mayoría de los ensayos 
vacunales se obtuvieron notables reducciones de la fecundidad de los parásitos 
y de la viabilidad de los huevos. 
En la especie caprina sólo se han realizado estudios aislados sobre las 
lesiones causadas por el parásito (Reddington y cols., 1986). Recientemente se  
han estudiado las lesiones y la respuesta inmunitaria local y sistémica en 
infecciones experimentales primarias y secundarias en la especie caprina (Pérez 
y cols., 1998, 1999; Martínez Moreno y cols., 1999), resultados que mostraron 
una elevada susceptibilidad del ganado caprino a F. hepatica. Sin embargo, 
hasta la fecha no se han realizado ensayos vacunales en cabras para evaluar la 
eficacia de vacunas frente a F. hepatica. 
Con estos antecedentes, los objetivos de esta tesis doctoral son evaluar 
las lesiones y la respuesta inmunitaria local en cabras inmunizadas con 
glutatión-S-transferasa (GST) de F. hepatica, y con un péptido sintético 
derivado del antígeno Sm14 de Schistosoma mansoni. Estos dos candidatos 




vacunales fueron elegidos porque han mostrado eficacia en ensayos previos en 
ovejas. Así, la GST de F. hepatica ha sido usada como candidato vacunal en 
varios estudios en la especie bovina y ovina con resultados variables (Morrison 
y cols., 1996; Spithill y cols., 1997). Por otra parte varios péptidos del antígeno 
Sm14 de S. mansoni han  inducido elevada protección en ratones y ovejas 
(Tendler y cols., 1995; Almeida y cols., 2003; Vilar y cols., 2003), aunque los 
estudios realizados hasta la actualidad han sido limitados. Para evaluar la 
eficacia protectora de las vacunas se analizará: 1.- La población de fasciolas 
recuperadas, así como su tamaño y la eliminación de huevos. 2.- Los niveles 
séricos de las enzimas Gamma-glutatión-transferasa (GGT) y Aspartato-amino-
transferasa (AST). 3) Las lesiones macro y microscópicas del hígado y ganglios 
linfáticos hepáticos. . 
La respuesta inmunitaria será evaluada mediante un estudio 
inmunohistoquímico para estudiar la distribución de subpoblaciones linfocitarias 
(CD2, CD3, CD4, CD8, γδ, IgG), así como de IL-4 e INF-γ en hígado y ganglios 
linfáticos hepáticos.  
Estos estudios serán realizados en dos grupos inmunizados con las 
vacunas GST y pSm14, respectivamente, así como en un grupo control no 
infectado y un grupo control infectado para evaluar la eficacia protectora de las 





























 Fasciola hepatica (F. hepatica) es un helminto hermafrodita, clasificado 
taxonómicamente dentro de la clase Trematoda, phylum Platelmintos, subclase 
Digenea y familia Fasciolidae, que presenta una morfología foliácea y aplanada 
dorsoventralmente y que mide entre 18 y 51 milímetros de largo entre y 4 y 13 
mm de ancho. Tiene dos ventosas muy próximas entre sí, una ventral de mayor 
tamaño y otra oral. Su tegumento lo recubren numerosas espinas que se 
dirigen caudalmente, cuya función es mantener su posición en el interior de los 
conductos biliares, así como erosionar su epitelio y el de los vasos sanguíneos 
(Bennet, 1975a). Las formas adultas se localizan en los conductos y vesícula 
biliar de gran cantidad de especies, aunque se consideran más susceptibles los 
rumiantes, principalmente los ovinos (Konopka, 1993; Manga y cols., 1990; 
Mitchell, 1995), los caprinos (Khallaayoune y cols., 1991; Bundy y cols., 1983) 
y los bovinos (Bouvry y Rau, 1986; Simmank, 1987; González-Lanza y cols., 
1989; Genicot y cols., 1991; Poglayen y cols., 1995). 
 Los hospedadores definitivos se clasifican en tres grupos atendiendo a su 
receptividad. Así, se habla de un primer grupo que englobaría aquellos 
hospedadores definitivos que reaccionan rápidamente frente al parásito, 
evitando su desarrollo, como son el cerdo, el perro o el gato; el segundo grupo 
estaría integrado por aquellos hospedadores que reaccionan con retraso ante 
una implantación en hígado y serían la vaca, el caballo y el hombre; por último, 
el tercer grupo lo formarían los hospedadores más susceptibles, en los que la 
productividad parasitaria es muy alta y existe una marcada patogenicidad 
(oveja, cabra, conejo). En España se ha encontrado Fasciola hepatica 
parasitando ovejas, cabras, vacas, gamos, asnos, caballos, cerdos, jabalíes, 
conejos, liebres y a la especie humana (Rojo y Ferre, 1999). 
 Por otra parte, la existencia de F. hepatica está siempre ligada a la 
presencia de moluscos del género Galba que actúan como hospedadores 
intermediarios en el ciclo biológico. El parásito presenta un marcado 
estenoxenismo respecto a la especie Galba truncatula que se considera su 
hospedador intermediario principal y que presenta una amplia distribución 
geográfica aunque requiere de humedad ambiental elevada para su desarrollo y 





2.- CICLO BIOLÓGICO 
 El ciclo biológico de F. hepática consiste en cinco fases que engloban:  
1.- Salida de los huevos del hospedador definitivo al medio ambiente y 
su posterior desarrollo. 
2.- Eclosión de los miracidios y su búsqueda activa de un hospedador 
intermediario, generalmente un molusco gasterópodo, Galba truncatula. 
3.- Desarrollo y multiplicación de lo miracidios dentro del hospedador 
intermediario. 
4.- Salida de la cercaria del hospedador intermediario y su 
enquistamiento. 
5.- Ingestión de las formas infectivas (metacercarias) por parte de 
los hospedadores definitivos y el desarrollo de las formas adultas. De 
una forma más gráfica podemos observar el ciclo biológico de Fasciola 
hepatica en el esquema de la siguiente figura: 




















 Los hospedadores definitivos de F. hepatica eliminan huevos no 
embrionados del parásito al medio, que completan su desarrollo en el exterior. 
Un parásito adulto puede eliminar entre dos y cinco mil huevos al día que, 
desde la vesícula biliar, se dirigen hacia el duodeno y pasan al intestino 
mezclados con la bilis, saliendo al exterior con las heces (Graczyk y Fried, 1999; 
Rojo y Ferre, 1999). 
 Los huevos, de morfología oval, color marrón amarillento y unas medidas 
de entre 130 y 145 µm de largo y entre 70 y 90 µm de ancho, pueden 
permanecer viables en las heces entre 3 semanas y varios meses, dependiendo 
de las condiciones ambientales y la época del año. No obstante, la viabilidad del 
huevo es mayor en invierno que en verano, y decrece conforme aumenta la 
desecación (Rowcliffe y Ollerenshaw, 1960). 
 La temperatura y la humedad son los factores decisivos en el desarrollo 
del huevo (Thomas, 1883b), encontrándose los límites mínimo y máximo para 
su desarrollo entre los 10ºC y 30ºC (Ross y Mckay, 1929; Rowcliffe y 
Ollerenshaw, 1960), aunque las temperaturas óptimas son las comprendidas 
entre los 23ºC y 26ºC. Si la temperatura y la humedad son las adecuadas, en el 
interior del huevo se desarrolla una larva móvil que recibe el nombre de 
miracidio.  
 El miracidio, con una longitud de 130 µm, presenta unas reservas de 
energía limitadas y esto le obliga a encontrar a un molusco hospedador 
adecuado en el plazo de 24 horas, tiempo del que dispone antes de que sus 
reservas de glucógeno se agoten (Wagner, 1965). Una vez encontrado el 
hospedador intermediario adecuado, los miracidios penetran en el molusco a 
través de la cavidad pulmonar de éste, gracias al largo proboscis (llamado 
terebratorium) que le permite introducirse entre las células del epitelio 
columnar del caracol. Posteriormente pierden los cilios que les dotan de 
movilidad y entonces se transforman en esporocistos, que son las formas 
evolutivas que constituyen el primer estadio larvario de F. hepatica (Hope 
Cawdery y cols., 1978; Boch y Supperer, 1986). 
 En el hospedador intermediario, el esporocisto crece hasta la siguiente 
forma evolutiva en el ciclo biológico de F. hepatica, y es la forma conocida 
como redia, que mide entre 1 y 3 mm de longitud y que ya posee una ventosa 





germinales, que van a originar la siguiente forma larvaria que es la denominada 
cercaria, con un tamaño de 250 a 350 µm y parecidas morfológicamente a un 
renacuajo que, una vez que ha madurado, escapa de la redia, y pasará unas 
horas nadando en el agua, hasta que al final trepa por las plantas y se enquista 
en las hojas, rodeándose de una cubierta resistente, convirtiéndose de este 
modo en la siguiente forma larvaria, denominada metacercaria y que constituye 
la forma infectante que afecta a los hospedadores definitivos (Andrews, 1999). 
El proceso de enquistamiento, así como la estructura que forma la 
cubierta del quiste, es bastante complejo, tal y como demuestran los trabajos 
realizados por Wright (1927), Stirewalt (1963), Dixon y Mercer (1964), Dixon 
(1965), Koie y cols., (1976) y Smith y Halton (1983). Existen numerosos 
estudios  que afirman que las metacercarias pueden sobrevivir más de un año 
en los pastos, aunque es muy probable que su poder de infección no dure tanto 
tiempo (Soulsby, 1965). 
 Normalmente la infección en rumiantes ocurre durante el pastoreo, 
aunque puede también ocurrir en estabulación, a través del agua de bebida o la 
administración de henos y ensilados mal realizados. La implantación de las 
metacercarias en el hígado no es total, sino que se producen pérdidas durante 
la migración intraorgánica o a través de las heces; por tanto, una vez ingeridas,  
el porcentaje de implantación hepática de las metacercarias es 
aproximadamente del 40% (Rojo y Ferre, 1999). 
 Una hora después de la ingestión, las metacercarias comienzan a 
desenquistarse dentro del intestino, y poco después atraviesan la pared 
intestinal para acceder a la cavidad peritoneal y migrar hacia el hígado 
(Andrews, 1999). 
 El proceso de desenquistamiento tiene lugar en dos fases: la primera o 
de activación tiene lugar en el rumen y se desencadena por una alta 
concentración de dióxido de carbono, ambiente reductor y temperatura de 39ºC; 
la segunda o de emergencia ocurre en el intestino delgado, por debajo de la 
desembocadura del conducto colédoco y es iniciada por la bilis y el propio 
parásito (Dixon, 1966; Smith y Clegg, 1981; Sukhdeo y Mettrick, 1987). 
 Una vez situadas en la cavidad peritoneal, las formas juveniles de F. 




ganglios linfáticos locales, aunque lo usual es que penetren dentro del hígado. 
La predilección por el tejido hepático puede producirse de forma aleatoria o 
puede deberse a la proximidad anatómica, aunque también se cree que la 
migración de las formas juveniles hacia el hígado responda a determinados 
estímulos, aunque estos factores todavía no se conocen con exactitud (Sukhdeo 
y Mettrick, 1986, 1987). 
 
3.- PATOGENIA 
 La patogenia de esta enfermedad fue descrita detalladamente durante 
las décadas de los años 60 y 70 por varios autores (Sinclair, 1962, 1967, 1968, 
1970; Ross y cols., 1967; Rushton, 1977; Rushton y Murray, 1977). 
 Fasciola hepatica puede infectar de forma espontánea a ovejas (Manga y 
cols., 1990; Konopka, 1993; Mitchel, 1995; Ferre y cols., 1995b), cabras 
(Bundy y cols., 1983; Khallaayoune y cols., 1991), vacas (Bouvry y Rau, 1986; 
Simmank, 1987; González-Lanza y cols., 1989; Genicot y cols., 1991; Poglayen 
y cols., 1995),  y cerdos (Apt y cols., 1993; Gorman y cols., 1997) entre otras 
especies. 
 Por otra parte, animales de laboratorio como los ratones, ratas y conejos 
han sido utilizados en infecciones experimentales con el objetivo de estudiar 
distintos aspectos de la patogenia de esta enfermedad. Por lo general, el 
desarrollo de la fasciolosis en modelos experimentales es más rápido, lo que 
justifica que se usen estos modelos con el fin de acelerar el proceso (Behm y 
Sangster, 1999). 
 En las especies susceptibles, principalmente rumiantes, la enfermedad se 
desarrolla en varias fases, dependiendo de la localización de los parásitos, así 
se habla de: 
 -Fase prehepática: Ocurre a las 72 horas de haber sido ingeridas las 
metacercarias, cuando ya se encuentran fasciolas juveniles en la cavidad 
abdominal, una vez que han atravesado la pared intestinal (Kendall y Parfill, 
1962). En este proceso se destruyen muy pocas células y eso hace que se 





ha descrito la migración de F. hepatica a órganos distintos del hígado, por 
ejemplo el pulmón, provocando neumonía y pleuritis fibrosa (Boray, 1969). 
 -Fase hepática: A las 90 horas post-infección los parásitos comienzan a 
llegar al hígado. Lógicamente los lóbulos hepáticos más afectados serán 
aquellos que se encuentran más próximos al intestino delgado (lóbulos 
izquierdo y ventral), originándose una hipertrofia compensatoria de los lóbulos 
menos dañados (Sinclair, 1967). En esta fase, a su vez, se distinguen dos fases 
bien diferenciadas: Una fase parenquimatosa que tiene lugar durante la 
migración de las formas larvarias del parásito a traves del parénquima hepático. 
La segunda fase se denomina fase biliar y en esta fase las formas adultas 
ocupan los conductos biliares y la vesícula biliar. 
 Algunas especies como la oveja (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; 
Rushton, 1977; Rushton y Murray, 1977), el conejo (Urquhart, 1965) o el ratón 
(Dawes, 1961, 1963a,b,c), son bastante permisivas a la infección y la fase 
biliar es muy frecuente. En otras especies, como por ejemplo la humana (Chen 
y Mott, 1990), sobreviven pocos parásitos a la fase migratoria  y su presencia 
en conductos biliares es menos frecuente. 
 Dentro de una misma muestra hepática podemos encontrar tanto 
lesiones crónicas como lesiones más recientes y esto es debido al hecho de que 
una misma fasciola puede pasar varias veces por la misma zona del hígado 
durante su fase parenquimatosa. También el crecimiento de las formas 
inmaduras ocurre durante la migración hepática, originando un aumento de 
tamaño del parásito y provocando un incremento de las lesiones así como la 
respuesta inflamatoria inducida (Behm y Sangster, 1999). 
 Otro factor importante dentro de la patogenia de esta enfermedad radica 
en la dosis infectante. Dosis elevadas originan lesiones mucho más severas y 
que pueden provocar la muerte del animal, principalmente en animales jóvenes, 
mientras que si la infección ocurre a dosis bajas la enfermedad se presenta 
bajo un curso crónico (Behm y Sangster, 1999). En la oveja (Pérez y cols., 
2002) y cabras (Pérez y cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999) se ha 
demostrado que infecciones pequeñas y repetitivas (similares a las que se 
producen de forma natural) inducen lesiones hepáticas más severas que una 




Estos resultados sugieren que en la oveja y cabra la respuesta inmunitaria local 
puede contribuir al daño hepático durante la fase migratoria. 
 Los principales responsables del daño hepático son las espinas del 
parásito y la acción prensil de la ventosa oral. En ovejas infectadas se observó 
descamación y ulceración en regiones adyacentes a los cuerpos espinosos y, en 
algunos casos, aparecieron espinas dentro del parénquima hepático (Sinclair, 
1967). Aún así, resulta difícil evaluar el grado de importancia de las espinas 
sobre el daño hepático y si su ausencia disminuiría o no la irritación en 
conductos biliares (Behm y Sangster, 1999). 
 La ventosa oral es la principal vía a través de la cual F. hepatica se nutre. 
Mediante esta ventosa, las formas juveniles perforan y destruyen los 
hepatocitos, aspiran los restos celulares hasta su faringe y allí los ingieren, lo 
cual implica un daño tisular bastante importante (Dawes y Huges, 1964). 
 Otro mecanismo importante mediante el cual el parásito también 
produce daño tisular consiste en los productos de excreción liberados y que son 
tóxicos para el hospedador, y en los que se ha demostrado la presencia de 
varias proteasas que permiten digerir el tejido hepático, contribuyendo tanto a 
la excavación de los túneles migratorios, como a la nutrición del parásito, 
produciendo la necrosis de hepatocitos (Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 1996) 
y disminución de su capacidad metabólica, especialmente de las enzimas 
microsomiales (Lenton y cols., 1996). De esta forma, se ha observado que las 
mitocondrias aisladas (encontradas en áreas que habían sufrido daño directo 
por las fasciolas) del lóbulo izquierdo de ovejas infectadas con F. hepatica, no 
sintetizaban ATP correctamente. 
 
3.1- Lesiones 
 Normalmente no se evidencian reacciones observables tras el paso de las 
formas juveniles del parásito a través de la pared intestinal ni el la cavidad 
abdominal, excepto la presencia de pequeños focos hemorrágicos en peritoneo, 
donde el parásito queda adherido de forma temporal (Kelly, 1993). 
 Las lesiones que F. hepatica produce en el hígado se clasifican en dos 





mientras que el segundo se corresponde con la localización biliar de los 
parásitos adultos (Dow y cols., 1968). 
 
3.1.1.- Fase parenquimatosa 
3.1.1.1.-Lesiones macroscópicas 
 Durante esta fase se producen una gran cantidad de lesiones, todas ellas 
de tipo traumático, aunque también existe un componente de necrosis por 
coagulación que se relaciona con la presencia de productos de excreción del 
parásito y que resultan tóxicos para el hospedador (Kelly, 1993; Chauvin y 
Boulard, 1996). 
 La llegada de las larvas a la cápsula hepática tiene lugar 
aproximadamente a las 90 horas post-infección (Kendall y Parfill, 1962) y 
permanecen en el parénquima hasta la séptima u octava semana post-infección 
(spi), fecha en la que comienzan a entrar en los conductos biliares (Kendall y 
Parfill, 1962; Dow y cols., 1968). 
 Bajo la cápsula hepática se localizan numerosas fasciolas juveniles a los 
10 dpi durante la primoinfección, pero no a los 10 días tras infección secundaria, 
debido posiblemente a que en esta última, se produce una migración más 
rápida (Sandeman y Howell, 1981; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 
1995). 
 En la primera spi ya se observa una moderada congestión del lóbulo 
izquierdo del hígado, pero hasta la 2ª o 3ª spi no aparecen los primeros 
trayectos parasitarios; su aspecto es blanquecino, miden entre 0,5 y 2 mm de 
ancho y de 5 a 15 mm de largo, son tortuosos y se localizan principalmente en 
la superficie diafragmática del hígado, justo debajo de la cápsula hepática. A 
partir de la 3ª spi, los trayectos adquieren una tonalidad amarillenta, presentan 
bordes blancos y hacen prominencia sobre la superficie hepática. A veces, 
pueden aparecer áreas hemorrágicas entre varios trayectos cercanos. En la 6ª 
spi, la mayoría de los trayectos han perdido su coloración amarillenta, se hacen 
más anchos (2-3 mm) y están llenos de sangre, lo que les confiere un matiz 
rojo oscuro. Es común observar placas hemorrágicas de mayor tamaño (hasta 1 




trayectos ya no presentan convexidad, debido principalmente a la pérdida de su 
contenido; por otro lado, la superficie rugosa de la cápsula hepática favorece la 
aparición de adherencias fibrinosas con órganos adyacentes (Sinclair, 1967; 
Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977). 
 Las lesiones descritas anteriormente pueden sufrir modificaciones según 
la carga parasitaria que reciban los animales. Según Ross y cols. (1967), 
podríamos distinguir entre infecciones severas en vacuno (más de 5.000 
metacercarias ingeridas) e infecciones moderadas (entre 700 y 1.000 
metacercarias ingeridas). 
 En las infecciones severas, pueden ocasionar la muerte de forma súbita a 
las 7 u 8 spi, la superficie del hígado, principalmente el lóbulo ventral, está 
recubierta de una gruesa capa fibrosa o gelatinosa que también afecta al 
mesenterio y que a menudo provoca adherencias entre el hígado y los órganos 
adyacentes. El hígado está aumentado de tamaño y congestivo, con numerosas 
placas hemorrágicas que contienen multitud de fasciolas en su lóbulo ventral. 
Frecuentemente, estas placas que se localizan bajo la cápsula, pueden 
romperse dando lugar a hemorragias severas responsables de la muerte de 
estos animales. Los trayectos que aparecen sobre todo en infecciones de menor 
importancia (Dow y cols., 1968), no son característicos de las infecciones 
severas (Ross y cols., 1967). 
 Por otro lado, las infecciones moderadas, van a diferir de las anteriores 
en que producen una menor congestión hepática y desarrollan un mayor 
número de trayectos parasitarios. La lesión principal consiste en grandes 
hemorragias subcapsulares, generalmente en la cara visceral del hígado. La 
superficie de corte muestra múltiples áreas hemorrágicas de tamaño y 
morfología variables (Ross y cols., 1967). 
 Normalmente la mayoría de las fasciolas alcanzan los conductos biliares, 
pero algunas de ellas pueden quedar enquistadas en el parénquima hepático. 
Cada quiste está constituido por un contenido oscuro formado por sangre, 
detritus y excrementos de fasciola, que con el paso del tiempo será rodeado por 
macrófagos, células gigantes multinucleadas y una cápsula de tejido conjuntivo. 
Finalmente se convertirán en quistes caseosos, que pueden mineralizarse o ser 





 Concretamente, en cabras, se ha descrito que las principales lesiones 
hepáticas son la perihepatitis fibrosa y abundantes trayectos tortuosos, más 
severos en animales reinfectados que en los infectados por una sóla dosis, 
afectando principalmente al lóbulo izquierdo (Pérez y cols., 1999). 
 
3.1.1.2.- Lesiones microscópicas 
 Entre la 1ª y la 3ª spi la migración de las fasciolas inmaduras provoca 
túneles que contienen detritus celulares y sangre; aún así, las hemorragias 
suelen ser discretas, salvo las que se originan a nivel subcapsular (Dow y cols., 
1968). Los túneles son ocupados por sangre, detritus celulares y eosinófilos y 
todo ello rodeado por hepatocitos degenerados infiltrados por eosinófilos y 
macrófagos (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993). En los 
trayectos más antiguos, el  infiltrado de eosinófilos es denso en los extremos, 
mientras que la zona central está ocupada por una masa de detritus celulares 
embebidos dentro de una matriz amorfa eosinofílica. Posteriormente, esta zona 
central se retrae, el infiltrado de eosinófilos disminuye en la periferia, mientras 
aumenta el número de macrófagos; también existe un pequeño número de 
linfocitos y fibroblastos, aunque en la oveja apenas aparecen depósitos de 
colágeno (Dow y cols., 1968). 
 Durante esta migración hepática, las fasciolas frecuentemente atraviesan 
los vasos sanguíneos induciendo la formación de flebitis, y en el caso de las 
venas hepáticas, también producen trombosis. Por el contrario, en los espacios 
porta cercanos a los trayectos, se establece un infiltrado inflamatorio 
(principalmente formado por eosinófilos y también algunos macrófagos y 
linfocitos), así como edema, que puede legar a estenosar o incluso colapsar las 
venas portales (Dow y cols., 1968; BVA´s Technical Development Commite, 
1974; Rushton y Murray, 1977). 
 Una lesión característica de las infecciones primarias agudas es la 
aparición de microabscesos en el parénquima hepático. Estos microabscesos 
están constituidos por colecciones focales de neutrófilos rodeando o invadiendo 
los hepatocitos, que pueden presentar aún un aspecto normal o sufrir necrosis 




 En ganado vacuno infectado con F. hepatica, se ha observado que a los 7 
dpi, se produce una perihepatitis al principio, pasando el mesotelio de plano a 
cúbico y finalmente a cilíndrico (Doy y Hughes, 1984a,b). A partir de la 4ª spi 
los trayectos sufren una nueva modificación; el infiltrado periférico, en el que 
previamente predominaban los eosinófilos, está constituido también por 
linfocitos y macrófagos. Cuando esto ocurre, entre la 3ª y 5ª spi, se desarrolla 
una nueva capa de células formada por células gigantes multinucleadas (2-20 
núcleos) con abundante citoplasma eosinófilo; estas células son alargadas y se 
disponen rodeando los detritus celulares alojados en el trayecto, a los que 
fagocitan y eliminan progresivamente (Dow y cols., 1968). 
 Entre la 6ª y 8ª spi, aquellos trayectos que aún contienen fasciolas en su 
interior, presentan abundante sangre y detritus celulares rodeados de 
eosinófilos y macrófagos. Por otra parte, los túneles recientemente 
abandonados por el parásito, muestran un centro de eosinófilos necróticos, 
rodeado de células gigantes alargadas (con hemosiderina en su citoplasma) y 
una capa externa de linfocitos y células plasmáticas. En aquellos trayectos más 
antiguos, la reabsorción de la zona central es evidente y muchas de las células 
gigantes aparecen encogidas y con su núcleo hipercromático y citoplasma 
cargado de hemosiderina. Este fenómeno suele ir acompañado de una reacción 
fibroblástica periférica, en la que las fibras colágenas se disponen de forma 
concéntrica. Los linfocitos y células plasmáticas llegan a ser muy numerosos 
alrededor de estos trayectos antiguos, dando lugar a algunos agregados 
pseudofoliculares de linfocitos. En las áreas adyacentes a los trayectos 
cicatrizados se localizaban focos aislados de hepatocitos hiperplásicos (Sinclair, 
1967; Dow y cols., 1968). 
 Las fibras colágenas aparecen en los trayectos sobre la 6ª spi; después 
aumenta su depósito hasta que los trayectos son reducidos a cicatrices 
irregulares con macrófagos cargados de hemosiderina en su interior y algunos 
eosinófilos, linfocitos y células plasmáticas. Sobre la 16ª spi, estos trayectos ya 
han cicatrizado totalmente y forman uniones con estructuras adyacentes, tales 
como espacios porta, venas y cápsula hepática, dividiendo el parénquima  
hepático en una serie de lobulillos irregulares (Rushton y Murray, 1977). 
 En los espacios porta, la reacción inflamatoria varía en función del tipo 





un infiltrado difuso de eosinófilos, mientras que en los trayectos más crónicos 
predominan los linfocitos y las células plasmáticas (Dow y cols., 1968). 
 Finalmente, entre la 8ª y 12ª spi, el proceso de cicatrización sigue 
avanzando y la zona central queda reducida a una mezcla de material necrótico 
y células gigantes degeneradas, todo ello rodeado por tejido de granulación y 
una estrecha capa de linfocitos, células plasmáticas y algún eosinófilo (Dow y 
cols., 1968; Kelly, 1993). Los espacios porta muestran un infiltrado similar al 
de la 7ª spi, pero aquellos conductos adyacentes a los trayectos parasitarios 
presentan hiperplasia y fibrosis importante. Además, en los conductos de 
mayor tamaño existe una severa hiperplasia de las células caliciformes. 
 La cicatrización de los trayectos parasitarios se completa entre las 12-
16ª spi, momento en el que la lesión es reemplazada por tejido fibroso (Dow y 
cols., 1968; Rushton y Murray, 1977). 
 
3.1.2.- Fase biliar 
3.1.2.1.- Lesiones macroscópicas 
Aunque es posible observar fasciolas de forma aislada en conductos 
biliares a las 4ª spi, lo normal es que la fase biliar se establezca a partir de la 
8ª-12ª spi (Rushton y Murray, 1977). A partir de este momento, los principales 
conductos biliares van a estar dilatados y sus paredes engrosadas debido a la 
carga parasitaria. Al estar engrosados dichos conductos hacen prominencia 
sobre la cara visceral del hígado, especialmente los conductos terminales, como 
resultado de su expansión y de la pérdida de parénquima hepático que los 
recubre (Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; 
Reddington y cols., 1986; Kelly, 1993). 
 En las infecciones primarias crónicas, la lesión más llamativa es una 
fibrosis periportal, acompañada de proliferación y engrosamiento de los 
conductos biliares, que da un aspecto de pseudolobulillos a la superficie 
hepática (Meeusen y cols., 1995). 
 En la fasciolosis caprina es frecuente observar un gran número de 




vesícula biliar, llegando incluso al conducto pancreático y duodeno proximal 
(Leathers y cols., 1982). 
 En ganado vacuno, las lesiones descamativas y ulcerativas de los 
conductos biliares son más pronunciadas que en el resto de especies, y 
consecuentemente, existe una mayor proliferación de tejido conectivo fibroso 
que hace que la pared de los conductos aparezca muy engrosada y blanquecina 
(Kelly, 1993). 
 
3.1.2.2.- Lesiones microscópicas 
 El hallazgo microscópico más característico de la fase biliar es la 
hiperplasia epitelial que tiene lugar en los conductos biliares (Sinclair, 1967; 
Rushton y Murray, 1977). Es frecuente que se produzca necrosis de la mucosa 
de los conductos que contienen parásitos, pudiendo extenderse en ocasiones a 
otras capas más profundas (Sinclair, 1967). 
 Según Meeusen y cols. (1995) en las infecciones primarias crónicas, la 
lesión más llamativa es la fibrosis periportal, acompañada de proliferación de 
los conductos biliares e infiltrado leucocitario, lo cual puede dar lugar a la 
pérdida de la arquitectura hepática. 
 En los conductos biliares de menor tamaño también se observa un 
engrosamiento fibroso de la pared, aunque la hiperplasia de las células 
mucosas es más rara. Muchos de estos pequeños conductos están llenos de 
huevos de fasciola. También podemos encontrar algún huevo aislado en las 
arteriolas hepáticas y ocasionalmente en el parénquima hepático, donde está 
asociado a una severa reacción inflamatoria compuesta por eosinófilos, 
linfocitos, fibroblastos, y a veces, células gigantes multinucleadas (Dow y cols., 
1968). 
 Los huevos de fasciola se observan por primera vez en los conductos de 
mayor tamaño a las 12 spi, pero en la semana 20 ya aparecen en otros 
conductos mucho menores, algunos de ellos de localización periférica, en los 
que nunca no se han observado fasciolas adultas; algunos conductos biliares 
pueden romperse y liberar huevos del parásito al parénquima hepático, lo que 





eosinófilos y en ocasiones macrófagos y células gigantes multinucleadas que los 
fagocitan (Rushton y Murray, 1977; Pérez y cols., 2002). 
 La ruptura de la pared de los conductos biliares y de vasos sanguíneos es 
un hecho común y frecuentemente va asociado a la aparición de infartos (Ross 
y cols., 1967). 
 En la especie caprina particularmente tras infecciones repetitivas se han 
descrito lesiones en hepatocitos consistentes en dilatación de retículo 
endoplásmico liso (Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999), dado 
que esta organela cumple importantes funciones en el metabolismo y 
detoxificación de numerosos tóxicos, y podría estar originada por los productos 
de excreción secretados por el parásito. 
 
3.1.3.- Lesiones en ganglios linfáticos hepáticos (GLH) 
 Los GLH de los animales infectados de forma natural o experimental por 
F. hepatica suelen mostrar un severo aumento de tamaño. En infecciones 
severas la médula suele aparecer enrojecida. Microscópicamente el aumento de 
tamaño de los GLH es debido a hiperplasia de los folículos linfoides y cordones 
medulares, que oscila entre moderada y severa, así como algunos focos 
hemorrágicos (agudos o crónicos) situados en la médula, donde es frecuente 
encontrar macrófagos con variable cantidad de pigmento granular de color 
marronáceo (hemosiderina). De forma menos constante los ganglios linfáticos 
hepáticos muestran variable infiltrado de eosinófilos en cordones medulares y 
áreas paracorticales (Pérez y cols., 1999, 2002). 
 Los trabajos realizados con Fascioloides magna han mostrado que los 
ganglios linfáticos periportales presentan marcada hiperplasia de centros 
germinales y cordones medulares engrosados por un acúmulo de células 
plasmáticas; las áreas T-dependientes en la corteza están pobremente 







3.2.- Síntomas clínicos 
 La fasciolosis puede presentar tres formas clínicas (aguda, subaguda y 
crónica) cuya aparición está relacionada con la época del año, la cantidad de 
metacercarias en los pastos y el número de metacercarias ingeridas. Esta 
clasificación se basa principalmente en los hallazgos de necropsia y depende del 
número de parásitos que se encuentren en el hígado y de su estado de 
desarrollo (Ross y cols., 1967; Rojo y Ferre, 1999). 
 La fasciolosis aguda se origina por la ingestión, casi simultánea, de 
aproximadamente un millar de metacercarias y suele afectar a animales 
jóvenes, expuestos por primera vez al parásito. Suelen cursar con dolor 
abdominal, ascitis y anemia hemorrágica, puede incluso provocar la muerte 
súbita en aquellos casos en los que la pérdida de sangre es muy abundante, 
aunque esta forma no suele ser frecuente en infecciones naturales (Behm y 
Sangster, 1999; Rojo y Ferre, 1999). 
 La fasciolosis subaguda se debe a la ingestión de un número elevado de 
metacercarias ante un periodo de tiempo suficientemente largo para no 
provocar el proceso agudo. Cursa con pérdida de peso, palidez de mucosas y 
dolor a la palpación abdominal, aunque normalmente no existe hepatomegalia 
(Rojo y Ferre, 1999). 
 La fasciolosis crónica es la forma clínica más frecuente en la oveja, cabra 
y vaca. En el medio natural, puede desarrollarse por la ingestión de cantidades 
inferiores a 10 metacercarias por día durante periodos prolongados de tiempo. 
La sintomatología es similar a la que se presenta en la forma subaguda, aunque 
mucho más acusada; cursa con pérdida de peso, palidez de mucosas, edema 
submandibular (lo que en el ambiente rural se denomina “papo”), caída de la 
lana (Behm y Sangster, 1999; Rojo y Ferre, 1999), disminución de la fertilidad 









3.3.- Alteraciones biopatológicas 
3.3.1.- Anemia 
Es probablemente el factor más importante en cuanto a morbilidad y 
mortalidad del hospedador con fasciolosis. Aunque su origen ha sido un tema 
controvertido actualmente se considera una anemia hemorrágica, debido a las 
lesiones  que el parásito causa a nivel de parénquima hepático, conductos 
biliares, y cavidad abdominal. Se estima que la cantidad de sangre que se 
puede perder oscila entre 0,2 y 0,5 ml. por fasciola y día (Dawes y Huges, 1964; 
Jennings, 1976). 
3.3.2.- Proteínas plasmáticas 
 Las principales proteínas plasmáticas son la albúmina y las 
inmunoglobulinas (gamma-globulinas). El hígado es el único órgano en el que 
se sintetiza albúmina sérica, mientras que las inmunoglobulinas son producidas 
por las células plasmáticas en distintas partes del organismo. En infecciones por 
Fasciola se produce habitualmente hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Behm 
y Sangster, 1999). 
 Durante la fase parenquimatosa de la enfermedad, el daño causado por 
la migración de F. hepatica compromete la función hepática, produciéndose una 
disminución en la concentración plasmática de albúmina, debida en parte a una 
reducción en su síntesis y por otro a un aumento del volumen plasmático 
debido a las pérdidas de sangre causadas por la migración del parásito, así 
como por su alimentación (Anderson y cols., 1977; Dargie, 1981; Symons, 
1989). Por otra parte, durante la fase biliar, la cantidad de albúmina que se 
pierde debido a las hemorragias, es mayor que la que se sintetiza en el hígado; 
esta hipoalbuminemia provoca un edema hipooncótico en zonas declives como 
la papada, dando lugar el típico edema submandibular (Behm y Sangster, 1999; 
Rojo y Ferre, 1999). 
 El incremento de la síntesis de inmunoglobulinas séricas tiene lugar a las 
pocas semanas de la infección y el elevado nivel de estas inmunoglobulinas, 
incluyendo IgM, IgG1, IgG2 e IgE, perdura a lo largo de todo el proceso 
(Holmes y cols., 1968; Sinclair, 1968, 1970; Berry y Dargie, 1976; Sykes y 
cols., 1980; Dargie, 1981; Huges y cols., 1981; Poitou y cols., 1992; Jemli y 




cols., 1995), mientras que en la cabra ocurre a partir de la 3 spi (Martínez 
Moreno y cols., 1997b). 
 
3.3.3.- Enzimas hepáticas 
 La determinación de la actividad plasmática de algunas enzimas de 
origen hepático ha demostrado ser muy útil en el estudio y diagnóstico de 
hepatopatías en medicina veterinaria (Ferre y cols., 1994, 1995a,b, 1996). 
 El incremento de la actividad plasmática de la glutamato deshidrogenasa 
(GLDH), enzima mitocondrial de los hepatocitos, indica un proceso agudo 
reciente, que en infecciones por Fasciola coincide con la fase migratoria del 
parásito, descendiendo su actividad cuando las fasciolas alcanzan la madurez 
sexual y se localizan en conductos biliares. La actividad plasmática de aspartato 
aminotransferasa (AST) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH) también aumenta 
durante la migración del parásito por el parénquima hepático, aunque son 
enzimas menos hepatoespecíficas. La gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), 
procedente del epitelio de los conductos biliares, alcanza los valores 
plasmáticos más elevados cuando los trematodos se encuentran en los 
conductos biliares (Thorpe, 1965; Ross., 1966; Sinclair, 1967, 1975; Huges y 
cols, 1973; Schuster y Lammler, 1973; Anderson y cols., 1977, 1981; 
Rowlands y Clampitt, 1979; Rajasekarah y Howell, 1980; Sykes y cols., 1980; 
Sandeman y Howell, 1981; Jemli y cols., 1993; Ferre y cols., 1994, 1996; Rojo 
y Ferre, 1999). 
 En ausencia de otros datos, el incremento de la actividad plasmática de 
la GLDH o la GGT indican fasciolosis aguda y subaguda o crónica, 
respectivamente, pudiendo ser utilizadas también para comprobar la 
eliminación de los parásitos tras el tratamiento terapéutico (Ferre y cols., 1994, 
1995a,b; Rojo y Ferre, 1999). 
 Varios experimentos llevados a cabo por Martínez Moreno y cols., 
(1997a,b; 1999), indicaron que el crecimiento y migración de fasciolas es más 
rápido en las infecciones secundarias que en las primarias. La evolución de las 
enzimas hepáticas coincide con la rápida aparición de severas lesiones 
hepáticas y los niveles de AST, GLDH y GGT están más elevados en los 





fenómeno con infecciones en ovejas y sugieren que se trata de un mecanismo 
de evasión inmune del parásito frente a la reacción hepática. La infección 
secundaria en cabras también induce un proceso patológico más marcado, 
implicando alteraciones hematológicas más severas y duraderas, una notable 
disfunción hepática (indicada por los niveles séricos de GGT y AST) y lesiones 
hepáticas similares a las observadas en infecciones primarias, pero más 
extensas y severas (Martínez Moreno y cols., 1997b; Pérez y cols., 1998, 1999). 
 
3.3.4.- Leucocitos 
 El principal cambio observado en todos los hospedadores es una 
marcada eosinofilia en sangre periférica, que aparece justo después de la 
infección, se incrementa rápidamente durante la fase parenquimatosa y se 
mantiene en niveles elevados una vez que las formas adultas invaden los 
conductos biliares (Ross, 1966; Schuster y Lamer, 1973; Sinclair, 1973, 1975; 
Poitou y cols., 1992, 1993a,b; Jemli y cols., 1993), aunque Sinclair (1967) 
comprobó que esta eosinofilia desaparece una vez que F. hepatica penetra en 
los conductos biliares. Con frecuencia, también se observa un aumento de 




 Cuando las formas adultas ocupan los conductos biliares, se podría 
esperar que interfiriesen en la producción y liberación de bilis, sin embargo, 
sólo ocasionalmente se ha descrito bilirrubinemia en ovejas (Prache y Galtier, 
1990; Ferre y cols., 1995a). 
 
4.-INMUNIDAD ANTE LAS INFECCIONES PARASITARIAS 
 Las consecuencias del parasitismo pueden ser por un lado, una pérdida 
de la respuesta inmunitaria ante una parasitación masiva, y de otro lado una 
exagerada respuesta inmunopatológica. Para tener éxito, un parásito debe 




organismo hospedador, su fuente de alimento, y también al mismo tiempo 
escapando de la acción del sistema inmune de éste. 
 A menudo, los hospedadores infectados de forma crónica resistirán la 
reinfección con formas parasitarias “frescas”, situación que se conoce con el 
nombre de inmunidad concomitante (Maizels y cols., 1993). Este hecho se ha 
visto particularmente en schistosomiasis pero también en casos de malaria 
(Fresno y cols., 2001) 
 Una característica muy marcada de la reacción inmune ante las 
infecciones por helmintos es la eosinofilia, neutrofilia y el alto nivel de IgE 
producida. Estos cambios tienen todas las características de la respuesta 
inmunitaria tipo Th2 y está claro que en animales infectados con helmintos, la 
eosinofilia y producción de IgE están controladas por las citoquinas IL-4 e IL-5 
secretradas por las células Th2, desempeñando un papel crucial en la 
resistencia a la infección (Fresno y cols., 2001). Las reacciones mediadas por la 
IgE, pueden ser vitales para recuperarse de las infecciones, mientras que la 
resistencia en hospedadores vacunados es dependiente de las IgG e IgA. 
 
4.1-Respuesta inmunitaria frente a Fasciola hepatica 
 El sistema inmune de los animales ha evolucionado para proporcionar 
una defensa eficaz contra un amplio rango de organismos infecciosos, 
incluyendo virus, bacterias, hongos, protozoos y parásitos. Los mecanismos de 
defensa se pueden dividir en dos sistemas distintos (Fearon y Locksley, 1996): 
 
 -Inmunidad natural o innata: es una respuesta rápida y de amplio 
espectro, mediada por el sistema del complemento, macrófagos y otras células 
defensivas no específicas, como pueden ser las “células asesinas naturales” o 
“natural killer cells” (NK) y aquellas con receptor de células T gamma-delta 
(TCR-γδ+). Este tipo de inmunidad es fundamental para el reconocimiento 
precoz de los microorganismos y va a proporcionar información muy valiosa 






 -Inmunidad adquirida: es más lenta pero mucho más específica; está 
mediada por linfocitos T y B que a su vez actúan sobre varios elementos del 
sistema inmune (Roitt, 1997). 
 
4.1.1.- Respuesta inmunitaria natural 
 Las barrera fisiológicas naturales como la piel, mucosas, ácidos gástricos, 
temperatura corporal, etc., pueden ser útiles frente a algunos agentes, pero 
generalmente son poco efectivas en infecciones por helmintos. De hecho, los 
jugos gástricos, en lugar de destruir las metacercarias de F. hepatica, 
contribuyen a su desarrollo (Dalton y Brindley, 1997). 
 El sistema del complemento está formado por una veintena de proteínas 
plasmáticas que actúan como una cascada enzimática. La activación de esta 
cascada, da lugar a moléculas capaces de destruir células atacando y formando 
poros en sus membranas, siendo el origen de una respuesta inflamatoria y 
provocando la opsonización para la posterior fagocitosis por granulocitos y 
macrófagos (Roitt, 1997). 
 Algunos tipos celulares del sistema inmune innato también reconocen las 
estructuras de carbohidratos de los microorganismos a través de los receptores 
de superficie. Así, los macrófagos poseen receptores para lipopolisacáridos, el 
principal componente de membrana de las bacterias gram-negativas (Mulcahy, 
1999). 
 
4.1.2.- Respuesta inmunitaria adquirida 
 La respuesta inmunitaria adquirida está mediada por dos poblaciones de 
linfocitos: linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral y linfocitos T, 
responsables de la inmunidad celular. En comparación con el sistema inmune 
innato, el sistema inmune adquirido presenta especificidad, diversidad, 






4.1.2.1.- Inmunidad celular 
 Aunque los linfocitos T, al igual que las células B, derivan de las células 
hematopoyéticas de la médula ósea, deben pasar un periodo de maduración en 
el timo antes de poder migrar al bazo y ganglios linfáticos. Las células T portan 
en su superficie receptores (TCR), que en colaboración con moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), son capaces de reconocer 
péptidos antigénicos. El TCR es una proteína heterodimérica compuesta por 
cadenas γδ (TCR-1) o bien cadenas αβ (TCR-2), que permite a las células T 
reconocer una gama muy amplia de anticuerpos (Roitt, 1997; Mulcahy y cols., 
1999). 
 En sangre periférica y órganos linfoides humanos y murinos, 
aproximadamente un 90% de las células T expresan el TCR-αβ, mientras que 
sólo una minoría, el 10%, posee el TCR-γδ (Kaufmann y Kabelitz, 1991). En 
rumiantes, el porcentaje es muy diferente, constituyendo gran parte del 
componente del sistema inmune (Hein y Mackay, 1991), observándose en 
vacunos neonatos que entre el 60 y el 75% de las células T en sangre periférica 
son TCR-γδ+, aunque este porcentaje decrece un 10% en animales adultos 
(Wyatt y cols., 1994) y se cree que pueden desempeñar un importante papel 
en la respuesta inmunitaria al estar involucrados en la respuesta linfocitaria 
frente a F. hepatica (Brown y cols., 1994), y también en el reconocimiento de 
anticuerpos microbianos (Roitt, 1997). Por otra parte, los linfocitos TCR-γδ+ 
han demostrado realizar funciones inmunoreguladoras de ciertas respuestas 
inmunopatológicas (McMenamin y cols., 1994) y ejercen un importante papel 
en el sistema no específico de inmunovigilancia (Janeway y cols., 1988; Ferrick 
y cols., 1995; Saito y cols., 1998). 
 Las dos principales poblaciones de linfocitos T son los linfocitos T 
colaboradores (Th) y los linfocitos T citotóxicos (Tc), que se pueden distinguir 
por los marcadores de superficie CD4+ y CD8+, respectivamente. 
 
4.1.2.1.1- Linfocitos T colaboradores 
 Las células Th CD4+ están restringidas al MHC tipo II y ayudan a las 
células B a proliferar y producir anticuerpos (Roitt, 1997). A mediados de los 





acuerdo con el tipo de citoquinas que sintetizaban (Mossman y cols., 1986; 
Mossman y Coffman, 1989a,b; Abbas y cols., 1996). Estas dos poblaciones, que 
provienen de un mismo precursor (células Th0) se denominaron Th1 y Th2, 
respectivamente, y mostraron diferencias tanto fenotípicas como funcionales 
(Roitt, 1997). Existen varios factores que van a hacer que predominen los 
linfocitos Th1 o Th2, sin embargo, el tipo de citoquinas y su cantidad va a ser el 
más importante de todos ellos (Seder y Paul, 1994). 
 Las células Th1 promueven la respuesta inmunitaria tipo 1 (Figura. 2), 
caracterizada por la producción del factor de necrosis tumoral beta (TNF-β), 
interferón-gamma (IFN-γ) y diversas citoquinas (IL):IL-2, IL-3, IL-12; este tipo 
de respuesta inmunitaria va a ser especialmente eficaz contra las infecciones 
intracelulares provocadas por virus y otros microorganismos que proliferan 
dentro de los macrófagos (Roitt, 1997; Mulcahy y cols., 1999). 
Figura 2.- Esquema de la respuesta inmunitaria Th1 en rumiantes. 
 
Las células Th2, por su parte desarrollan la respuesta inmunitaria tipo 2, 



















Marcadores de resistencia: 
IgG2 (Mulcahy, 1999; Dalton, 2006) 
IFN γ (Mulcahy, 1999) 




(Mulcahy y cols., 1999). Estas citoquinas cooperan con las células B y están 
adaptadas para la defensa contra los parásitos vulnerables a la IgE (activada 
por la IL-4), la eosinofilia (inducida por la IL-5) y la proliferación de las células 
cebadas (estimulada por las IL-3 e IL-4), según los estudios realizados por 
Estes y cols., (1995), Abbas y cols., (1996), y Cervi y cols., (2001). 
 La presencia de IL-4 durante la estimulación de las células T 
indiferenciadas favorece el desarrollo de los linfocitos Th2 e inhibe a los Th1 
(Hsieh y cols., 1992; Seder y cols., 1992). Por el contrario, la IL-12 activa la 
diferenciación de los linfocitos Th1 e inhibe a los Th2, tal y como se muestra en 
las figuras 2 y 3 (Hsieh y cols., 1993; Trinchieri y Scott, 1994). 
 La respuesta Th2 es de gran importancia en el control de las infecciones 
por helmintos (Figura 3). Los eosinófilos, unidos a la superficie del parásito por 
medio de anticuerpos (principalmente IgE), pueden activar y liberar 
compuestos como la proteína básica mayor, la proteína catiónica eosinófila, 
neurotoxina derivada de eosinófilos y peroxidasa eosinófila, capaces de 
provocar daño en la cutícula de los parásitos, lo que supone el primer paso para 
su destrucción. Por otra parte, la degranulación de las células cebadas va a 
inducir reacciones de hipersensibilidad inmediata tipo 1, que también juega un 
papel importante en la respuesta defensiva frente a helmintos (Mulcahy y cols., 
1999). 


















4.1.2.1.2.-Linfocitos T citotóxicos 
 Las células Tc (CD8+) son las encargadas de destruir aquellos virus, 
bacterias o protozoos que infectan a las células del hospedador, tejidos 
transplantados así como células cancerígenas (Roitt, 1997). 
 Los antígenos derivados de los agentes infecciosos intracelulares son 
procesados dentro de los endosomas y presentados junto al MHC clase I en la 
superficie de la célula infectada. El reconocimiento de este complejo péptido-
MHC clase I por parte de los receptores TCR-αβ de linfocitos T CD8+ inicia un 
proceso para la destrucción de la célula infectada. Por lo general, las células Tc 
no son capaces de mediar la eliminación de parásitos eucarióticos 
extracelulares, incluidos los helmintos (Mulcahy y cols., 1999). 
 
4.1.2.2.- Inmunidad humoral 
 Está mediada por linfocitos B y células plasmáticas. Los linfocitos B se 
diferencian de las células hematopoyéticas de la médula ósea. Viajan por el 
torrente circulatorio hasta llegar a órganos linfoides secundarios como el bazo, 
ganglio linfático, tonsilas o placas de Peyer (Clark y Ledbetter, 1994). Las 
células B maduras poseen receptores para la fracción Fc de inmunoglobulinas 
en su superficie, lo que le permite unirse a distintos anticuerpos y éstos a su 
vez, al epítopo de un antígeno. A continuación el complejo antígeno-receptor 
pasa al interior de la célula y sufre la acción proteolítica dentro de un endosoma. 
Los pequeños péptidos derivados del antígeno se mezclan con moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo II y son presentados en la 
superficie celular. 
 La combinación estructural de péptidos y MHC tipo II en la superficie de 
las células B es reconocida por linfocitos T activados, más específicamente 
linfocitos Th. Estos linfocitos Th (CD4+) van a secretar proteínas mediadoras o 
citoquinas, principalmente la IL-4, aunque también intervienen la IL-2, IL-5 e 
IL-6 que inducen a las células B a migrar al interior del folículo linfoide (Roitt, 
1997; Cerutti y Guerrero, 2001). En esta localización entran en contacto con las 
células dendríticas foliculares (FDC) que reconocen su complejo inmune 
antígeno-anticuerpo y estimulan su proliferación y diferenciación. Esta 




desprovisto de linfocitos T. Cuando las células B maduran, se desplazan a la 
zona clara, en la que abundan las FDC y linfocitos Th activados, que las inducen 
a diferenciarse en: 
a) Células plasmáticas, capaces de secretar más de 2000 moléculas de 
anticuerpos o inmunoglobulinas por segundo, específicas del 
antígeno que originalmente se unió a la célula B; 
b) Células de memoria, que mantienen la capacidad de reconocer al 
antígeno y proliferar a células plasmáticas y de memoria; este hecho 
acelera el proceso en el caso de que se produzca un nuevo contacto 
con el mismo antígeno (Clark y Ledbetter, 1994). 
 
Los rumiantes, han mostrado poseer los siguientes tipos de 
inmunoglobulinas: IgM, IgG, IgA e IgE homólogos a los de otras especies y 
definidos según su antigenicidad y movilidad electroforética (Musoke y cols., 
1986). 
 
4.2.- Respuesta inmunitaria contra helmintos 
Como se ha señalado anteriormente, los helmintos generalmente 
inducen una respuesta inmunitaria de tipo Th2 y se ha descrito que tiene mayor 
importancia que la de tipo Th1 en la expulsión de este tipo de parásitos (Sher y 
Coffman, 1992; Urban y cols., 1992; Svetic y cols., 1993). Sin embargo, 
algunos parásitos han evolucionado y han conseguido evitar esta respuesta Th2, 
usando los mecanismos de defensa del hospedador para facilitar su propia 
supervivencia (Pritchard y cols., 1997). Por otra parte, diversos estudios 
sugieren que algunos helmintos provocan una respuesta inmunitaria tipo Th2 
para protegerse de los mecanismos parasitarios potencialmente tóxicos 
dependientes de Th1 (Pearce y Sher, 1991; Allen y Maizels, 1997; Mulcahy y 
cols., 2005). Todo esto implica que a pesar de los estudios realizados, aún 
existe controversia respecto a la importancia del balance entre las respuestas 
de tipo Th1 y tipo Th2 en la patología inmunomediada manifestada en 





En las infecciones por helmintos hay una clara preferencia en la 
respuesta inmunitaria hacia la producción tanto de IgE específica como 
inespecífica (Mansour y cols., 1990; Hagan, 1993; Maizels y cols., 1993; 
Schallig y cols., 1995). La unión cruzada de antígenos con los receptores Fcε 
para IgE que poseen las células cebadas en su membrana, produce una 
liberación de aminas vasoactivas y otros mediadores de la inflamación, lo que 
induce la proliferación y activación de los eosinófilos. Se ha propuesto que la 
consiguiente reacción de hipersensibilidad inmediata (Tipo I) y la liberación de 
IgE e IgG es el principal mecanismo para lograr la eliminación de los helmintos 
(Mulcahy y cols., 1999). De hecho, una respuesta inmunitaria que implique la 
producción de IgE, se considera indicativo de protección frente a helmintos. 
Solamente en algunos estados de hipersensibilidad, como asma o atopia, 
también se puede encontrar una respuesta inmunitaria con producción de IgE, 
eosinofilia y mastocitosis (Roitt, 1997). 
Diversos estudios han demostrado que tanto la IgE (Bossaert y cols., 
2000a) como los eosinófilos y las células cebadas (Bossaert y cols., 2000b), 
juegan un papel muy importante en la respuesta inmunitaria que tiene lugar en 
el hígado de vacas infectadas con F. hepatica; varios trabajos previos ya habían 
descrito dicha importancia en la mucosa intestinal de ratas (VanMilligen y cols., 
1998) y de vacas (Wicki y cols., 1991) infectadas con F. hepatica. 
 Por otra parte, Bossaert y cols., (2000a) constataron que en vacas 
reinfectadas con F. hepatica tenía lugar una respuesta proliferativa de PBLs, sin 
embargo, no se observó un aumento en la producción de IFN-γ ni se desarrolló 
hipersensibilidad retardada, coincidiendo con otros trabajos realizados 
previamente en ratas (Clery y cols., 1996). Puesto que este periodo (19-24 spi) 
coincide con la máxima resistencia en vacas (Doyle, 1972; Doy y Hughes, 
1984a,b), se puede deducir que dicha resistencia no es debida a una 
hipersensibilidad retardada mediada por clones de linfocitos Th1 ni por la 
producción de IFN-γ (Bossaert y cols., 2000a). De este modo, se deduce que la 
hipersensibilidad predominante en la respuesta inmunitaria frente a F. hepatica 
es de tipo I o inmediata (Doyle 1973a,b,c; Doy y cols., 1981; O´Malley y cols., 
1993). 
 Independientemente de los aspectos comunes en la respuesta 
inmunitaria frente a parásitos, cada especie animal presenta diferentes 




El ganado vacuno, por ejemplo, desarrolla una respuesta Th0 y Th1 frente a 
Babesia bovis (Brown y cols., 1995) y Th0 y Th2 frente a F. hepatica (Brown y 
cols., 1994). 
 En un trabajo realizado en ganado vacuno por Clery y cols. (1996), se 
observó que la infección con F. hepatica daba lugar a una proliferación de 
linfocitos con rápida producción de IFN-γ, lo que era indicativo de un patrón 
Th1. Si extrapolamos la dicotomía Th1/Th2 que tiene lugar en ratones (Pearce 
y cols., 1991; Pearce y Sher, 1991), la detección de IFN-γ en las primeras fases 
de la infección y su ausencia en infecciones crónicas, implicaría una polarización 
de la respuesta en función del curso de la infección, permitiendo la 
supervivencia del parásito y el establecimiento de la infección crónica. 
 Estudios similares realizados en ratas por Cervi y cols. (2001) han 
mostrado un incremento simultáneo en los niveles de IFN-γ (respuesta Th0) y 
de IL-4 e IL-10 (respuesta Th2) lo que difiere del clásico balance de Th1/Th2 en 
esta especie (Mossman y Sad, 1996). El precoz incremento de IFN-γ en el bazo 
podría estimular la producción de óxido nítrico por los macrófagos. En peritoneo 
se observa un incremento de IL-10 y una disminución de los niveles de óxido 
nítrico, que no se recupera tras neutralizar la IL-10 mediante un anticuerpo 
monoclonal lo que sugiere que este podría ser uno de los mecanismos de 
respuesta protectora frente a F. hepatica (Cervi y cols., 2001). 
 Waters y cols. (1995) describieron la capacidad de los linfocitos 
intestinales intraepiteliales para secretar IFN-γ tras la estimulación por 
mitógenos o IL-2, lo que podría jugar un papel muy importante en la protección 
frente a patógenos digestivos. Por otra parte, la cronicidad y susceptibilidad a 
infecciones secundarias son características comunes en los procesos causados 
por helmintos, incluyendo la fasciolosis (Mulcahy y cols., 1999). 
 En infecciones producidas por trematodos del género Schistosoma, se 
desarrolla una respuesta Th0 o Th1 durante la fase prepatente de la infección, 
hasta que los huevos liberados por el parásito quedan atrapados en el hígado, 
momento en el cual tiene lugar la respuesta tipo 2 (Pearce y cols., 1991; 
Pearce y Sher, 1991; Butterworth, 1993; Sabin y Pearce, 1995). Aunque se 
sabe que la respuesta Th2 está implicada en la reacción granulomatosa 
inmunomediada provocada por los huevos en el parénquima hepático, 





papel protector esencial para el hospedador (Pearce y cols., 1991). Así lo 
demuestran los trabajos realizados por Amiri y cols. (1992, 1994), en los que 
ratones infectados inmunodeprimidos son incapaces de generar una respuesta 
granulomatosa y mueren de hepatitis severa como resultado de los huevos 
localizados en parénquima. 
 
4.3.- Evasión de F. hepatica a la respuesta inmunitaria 
 Al igual que otros helmintos, F. hepatica pueden sobrevivir en sus 
hospedadores durantes largos periodos de tiempo. De esta forma, los parásitos 
deben poseer algunos mecanismos para evitar el persistente ataque del sistema 
inmune del hospedador. Aunque su destino final en los conductos biliares es 
relativamente seguro desde el punto de vista inmunológico, para llegar a él 
tienen que atravesar estructuras como el intestino y el parénquima hepático en 
las que el sistema inmune es muy activo (Mulcahy y cols., 1999; Mulcahy y 
cols., 2005). 
 Tanto los antígenos, como los huevos liberados por las fasciolas adultas, 
llegan al intestino junto a la bilis, lo cual limita en gran parte la respuesta 
inmunitaria que debería inducir. De esta forma, los niveles de anticuerpos 
inducidos en ratones, ratas, ovejas y vacas, descienden una vez que el parásito 
penetra dentro de los conductos biliares (Hanna, 1980a; Meeusen y Brandon, 
1994; Clery y cols., 1996). Los niveles de inmunoglobulinas en los conductos 
biliares de vacas infectadas, son 12 veces menores que los medidos en sangre, 
predominando la IgA, lo que confirma la escasa actividad inmunológica a este 
nivel (Huges y cols., 1981). 
 Es lógico asumir que la mayoría de las interacciones entre el parásito y el 
hospedador tendrán lugar en la superficie parasitaria, la cual va a desarrollar 
un papel muy importante en la protección contra el sistema inmune (Mulcahy y 
cols, 1999). El glucocáliz superficial de F. hepatica puede contribuir a la evasión 
inmune de tres formas distintas: 
a) La composición del glucocáliz sufre una serie de cambios durante el 
desarrollo del parásito en el hospedador, posiblemente para adaptarse a 
los distintos medios, lo que hace que el sistema inmune tenga que 




más frecuentes durante la fase migratoria en la que el parásito está más 
expuesto al sistema inmune. Se ha descrito que durante la fase 
migratoria varía no sólo la composición del glucocáliz, sino también el 
tipo de célula que lo produce (T1, T2 y T3) que cambian cada 3-4 
semanas (Hanna, 1980c)  
b) El glucocáliz sufre procesos de muda constantemente y es reemplazado 
por vesículas secretoras del parásito. En las fasciolas jóvenes, el cambio 
total del glucocáliz puede durar solamente 3 horas (Hanna, 1980b). 
Todo esto no permite que las células defensivas como los neutrófilos y 
eosinófilos puedan establecer un contacto estrecho y lo suficientemente 
duradero con el parásito como para permitir su degranulación y 
destrucción, ya que se desprenden junto al glucocáliz (Duffus y Franks, 
1980; Hanna, 1980b). 
c) La liberación de productos del glucocáliz puede crear un flujo circulatorio 
que dificulte la acción de los anticuerpos en una reacción inmune 
potencialmente letal (Duffus y Franks, 1980). 
Por otra parte, diversos experimentos han demostrado que ciertos 
componentes del glucocáliz (como el ácido siálico) pueden evitar la activación 
del complemento por la vía alternativa (Baeza y cols., 1994). Del mismo modo, 
también se ha comprobado que existen mecanismos que bloquearían la vía 
clásica (Montgomery y cols., 1986); todos estos factores podrían explicar la 
gran resistencia de las fasciolas recién desenquistadas a la acción del 
complemento. 
 La migración a través del tejido también supone una “ventaja” para la 
supervivencia de los helmintos y en concreto de F. hepatica, ya que la 
migración que ocurre durante su ciclo biológico constituye una oportunidad 
para eludir los mecanismos de defensa inmune específica del hospedador 
diseñados para protegerse ante ataques en las superficies mucosas, debido a la 
evolución en la respuesta inmunitaria hacia una respuesta Th2 (Mulcahy y cols., 
2005). Los cambios antigénicos en el desarrollo del parásito durante su 
migración por las distintas estructuras anatómicas, dan lugar a la estimulación 
independiente de los ganglios linfáticos que drenan esas zonas. Así, la 
estimulación de varias estructuras linfáticas provoca distintas respuestas 





linfáticos hepáticos que en los ganglios linfáticos mediastínicos o en el bazo, 
mientras que la IgA fue mayor en los ganglios linfáticos mediastínicos). Estos 
hallazgos sugieren una particular regulación de las citoquinas segregadas por 
las células T en cada una de estas zonas. La migración de fasciolas de unos 
tejidos a otros (de intestino a hígado) provoca diferentes tipos de respuesta 
inmunitaria, que será menos efectiva que si se tratase de un único mecanismo 
defensivo (Meeusen y Brandon, 1994). 
Los túneles migratorios del parénquima hepático de ovejas 
primoinfectadas con F. hepatica, aparecen rodeados por granulocitos 
(eosinófilos y neutrófilos), macrófagos, y linfocitos T y B (Meeusen y cols., 
1995). Sin embargo, mientras las fasciolas jóvenes se hallan presentes en esos 
túneles, no se observa infiltración linfocitaria rodeándolas. A medida que la 
infección va avanzando, la respuesta inmunitaria se incrementa, aunque sólo se 
observa junto a los espacios porta y zonas lesionadas, y no rodeando a las 
fasciolas. De esta forma, las fasciolas tienen la suficiente motilidad como para 
“dejar atrás” la respuesta inmunitaria; mientras estas pueden atravesar el 
hígado sin obstáculos, los leucocitos tendrían que abandonar los capilares 
sanguíneos del espacio porta y atravesar el tejido intersticial hasta llegar a los 
túneles en los que se encuentra el parásito (Meeusen y cols., 1995). 
Las fasciolas también poseen estrategias que evitan los mecanismos 
defensivos del hospedador, como los radicales superóxido producidos por los 
neutrófilos, eosinófilos y macrófagos, los reactivos nitrogenados de los 
macrófagos, donde están involucradas enzimas del parásito tales como 
superóxido dismutasa (SOD), Glutatión peroxidasa y Glutatión-S-transferasa 
(GST) (Brophy y cols., 1990; Creaney y cols., 1995). Incluso pueden inhibir la 
quimiotaxis de leucocitos, e inhibir la proliferación celular (Smith y cols., 1993; 
Zimmerman y cols., 1983; Meeusen y cols., 1995). Como resultado, las 
fasciolas se encuentran en hígados en los que hay una gran respuesta 
inmunitaria de tipo celular y no sufren ningún daño (Smith y cols., 1993; 
Meeusen y cols., 1995). 
Chauvin y Boulard (1996) constataron que los linfocitos T sólo aparecían en 
la periferia de las zonas de infiltración leucocitaria y propusieron que F. 
hepatica deprimiría la inflamación local y la respuesta inmunitaria para facilitar 




Otros trabajos afirman que los mecanismos de F. hepatica para evadir la 
respuesta inmunitaria del hospedador incluirían la liberación de sustancias 
linfotóxicas (Goose, 1978) así como proteasas similares a las de la familia de la 
papaína y catepsinas tipo B destructoras de anticuerpos, capaces de separar las 
fracciones Fab y Fc de las inmunoglobulinas (Chapman y Mitchell, 1982; 
Carmona y cols., 1993; Smith y cols., 1992). 
Los mecanismos efectores de la protección inmunitaria no han sido 
establecidos definitivamente, aunque los trabajos publicados sugieren que tiene 
lugar en las primeras fases de la infección a tres niveles distintos: la pared del 
intestino delgado (Charbon y cols., 1991), cavidad peritoneal (Burden y cols., 
1983) y la superficie y parénquima hepático (Keegan y Trudgett, 1992). 
 
4.4.-Inmunología de las infecciones por Fasciola spp. 
 Aunque muchas especies de mamíferos pueden ser infectadas con 
Fasciola spp., hay una gran variabilidad en el grado de susceptibilidad a la 
infección y en la capacidad de adquirir resistencia a la reinfección (Haroun e 
Hillyer, 1986). 
 Algunas ovejas mueren debido a infecciones masivas por F. hepatica, 
mientras que en otras ocasiones pueden llegar a vivir hasta 11 años infectadas 
por F. hepatica (Pantelouris, 1965). Varios estudios han demostrado diferente 
susceptibilidad en ovejas de distinta raza (Boyce y cols., 1987). Es destacable, 
por ejemplo, la gran resistencia mostrada por ovejas de Java de cola delgada a 
la infección por F. gigantica (Wiedosary y Copeman, 1990; Roberts y cols., 
1997b), sin embargo, no muestran resistencia ante la infección por F. hepatica. 
Estudios recientes han demostrado que este hecho se debe al rápido 
crecimiento en el tamaño corporal así como la “velocidad” en la progresión que 
adquiere F. hepatica en las fases migratorias de su ciclo vital (Raadsma y cols., 
2007). 
En comparación con la oveja, en el ganado vacuno raramente se 
observan muertes por infecciones con F. hepatica y suele recuperarse 
completamente entre los 9 y 26 meses tras la infección. Esta curación está 





los conductos biliares, y es observada en vacas con infecciones crónicas, hecho 
que no se ha constatado en ovejas (Mulcahy y cols., 1999; Rojo y Ferre, 1999). 
Las infecciones por F. hepatica no suelen finalizar con éxito en cerdos y 
caballos, y en base a este dato algunos estudios han intentado establecer un 
orden de susceptibilidad a la infección entre distintas especies animales 
basándose en la capacidad de la especie hospedadora en controlar la migración 
de las formas parasitarias a través de la fibrosis hepática. De esta forma cerdos, 
caballos, vacas y ovejas serían las especies clasificadas de menor a mayor 
susceptibilidad (Soulsby, 1982). Es un dato muy interesante la forma en la que 
diversas especies reaccionan ante F. hepatica generando reacciones de tipo 
fibrótico y la capacidad para luchar contra otro helminto, Fascioloides magna.  
En su hospedador natural, F. magna se encuentra atrapada en el hígado dentro 
de quistes fibrosos que se conectan con los conductos biliares a través de los 
cuales elimina los huevos (Soulsby, 1982). En infecciones de cerdos y vacas 
puede producirse encapsulación fibrosa del parásito, pero los quistes tienen una 
pared considerablemente gruesa y no se comunican con los conductos biliares, 
por lo que la infección no se hace patente. Por el contrario, en la oveja no se 
produce esta encapsulación, permitiendo al parásito migrar por el tejido 
hepático y causar graves lesiones (Mulcahy y cols., 1999). 
Por otro lado las ratas pueden soportar infecciones muy severas de F. 
hepatica (hasta 50 metacercarias), mientras que los ratones presentan una 
resistencia muy débil y mueren a las 4 semanas de la infección si ésta se ha 
realizado con más de dos parásitos. Algunos autores han postulado que esta 
resistencia en ratas notificada depués de 7-8 meses de infección se debe a un 
proceso de recuperación como el que ocurre en las vacas (Hughes y cols., 
1976), mientras que otros autores demostraron que los parásitos permanecen 
en los conductos biliares durante la vida del hospedador (Boray 1969). 
 
4.4.1.- Inmunidad en ganado caprino 
 Varios estudios han demostrado que las cabras no presentan resistencia 
significativa a la reinfección con F. hepatica (Reddington y cols., 1986; Martínez 
Moreno y cols., 1997, 1999; Pérez y cols., 1999). Se ha descrito que las cabras 




incluso cuando el número total de metacercarias es el mismo (Pérez y cols., 
1998, 1999; Martínez Moreno y cols., 1999). Por el contrario, las fasciolas de 
mayor tamaño han sido recuperadas en cabras infectadas con una dosis única y 
masiva (Martínez Moreno y cols., 1999). Sin embargo, sí se ha descrito 
resistencia adquirida en cabras frente a F. gigantica tras infecciones primarias 
tratadas con antihelmínticos (Haroun y cols., 1989). 
 
4.4.1.1.- Respuesta inmunitaria celular 
Algunos trabajos muestran que los neutrófilos, macrófagos y linfocitos T 
CD3+ son escasos en el infiltrado que rodea a los túneles migratorios recientes 
en los que se aprecian larvas migratorias (Pérez y cols., 1999). Estos 
resultados sugieren que, o bien en infecciones secundarias las fasciolas 
inmaduras migran rápidamente a través del parénquima hepático sin dar 
tiempo a que llegue el infiltrado leucocitario, o bien los parásitos durante su 
migración inhiben la proliferación de linfocitos y la respuesta inmunitaria local. 
Por otra parte, la presencia de abundantes linfocitos T CD3+ en 
trayectos subagudos y crónicos, así como en espacios porta y la escasez de 
células T CD3+ en el infiltrado que rodea los túneles recientes, sugiere que el 
parásito inhibe la migración de linfocitos T a la zona (Martínez Moreno y cols., 
1999; Pérez y cols., 1999). Esto podría ayudar a explicar la poca resistencia de 
las cabras a la infección por F. hepatica, ya que los mecanismos de resistencia 
en la reinfección de ratas se consideran dependientes de células T (Keegan y 
Trudgett, 1992). 
En un trabajo realizado por Pérez y cols. (1998) se comparan las 
subpoblaciones linfocitarias en el infiltrado inflamatorio producido por 
infecciones primarias y secundarias de F. hepatica. En la vesícula biliar e hígado 
se observaron numerosos linfocitos T CD2+ y CD8+, mientras que los linfocitos 
CD4+ eran menos abundantes; la ratio CD4+/CD8+ era de 0.66 en 
primoinfecciones y de 0.39 en infecciones secundarias. Tanto los linfocitos 
CD2+ como los CD8+ mostraron un aumento significativo (P<0.05) en 
infecciones secundarias frente a primoinfecciones (34±14 frente a 17±7 y 
24±11 frente a 12±6, para CD2+ y CD8+, respectivamente) mientras el 





sugieren que las infecciones secundarias estimulan la proliferación de linfocitos 
CD8+ en las lesiones hepáticas. En los ganglios linfáticos hepáticos, los 
linfocitos T CD4+ fueron más numerosos que los CD8+, siendo la ratio 
CD4+/CD8+ de 1,5 y 1,3 en infecciones primarias y secundarias, 
respectivamente. Por lo tanto, a la vista de estos resultados, se puede concluir 
que la regulación de la respuesta inmunitaria celular local es diferente en 
infecciones primarias y secundarias. Los linfocitos T γ/δ fueron escasos en 
vesícula biliar y moderados en ganglios linfáticos hepáticos de cabras infectadas 
tanto primaria como secundariamente (Pérez y cols., 1998). 
Por otra parte, se han observado numerosos granulomas calcificados 
(compuestos por macrófagos, células gigantes multinucleadas rodeando 
extensas áreas necróticas, a veces calcificadas, y un abundante infiltrado 
linfoplasmocitario que reemplazó extensas áreas de parénquima hepático) en 
algunas cabras reinfectadas con F. hepática (Martínez Moreno y cols., 1999; 
Pérez y cols., 1998, 1999). Esto sugiere que durante la infección secundaria 
crónica, los antígenos liberados por los parásitos que alcanzan los conductos 
biliares, o la presencia de abundante tejido necrótico en el parénquima hepático 
induce una intensa respuesta inmunitaria local que puede causar un daño 
severo en hígado aunque confiera poca protección frente a reinfección (Pérez y 
cols., 1998, 1999). 
Una de las principales características de la respuesta inmunitaria celular 
es la falta de proliferación de linfocitos periféricos a mitógenos como la 
Concavalina A (ConA) y la Fitohemaglutinina (PHA) tanto en ovejas 
(Zimmerman y cols., 1983) como en cabras infectadas, tanto primaria como 
secundariamente (Martínez Moreno y cols., 1997b). Se cree que algunas 
sustancias del parásito son las responsables de la inmunosupresión de la 
respuesta de PBLs y explicaría la ausencia de resistencia frente a F. hepatica. 
Esta respuesta a mitógenos ha sido descrita en hospedadores que desarrollan 
una resistencia parcial a la infección, tales como ratas (Poitou y cols., 1992) y 
vacas (Oldman y Williams, 1985), pero también en oveja (Chauvin y cols., 






4.4.1.2.- Respuesta inmunitaria humoral 
Según Martínez Moreno y cols. (1997b) no hay correlación significativa 
entre los niveles de IgG anti-FhESP y el número de fasciolas recuperadas en 
hígado y vesícula biliar de cabras infectadas experimentalmente, lo que sugiere 
que estos anticuerpos tienen poca actividad protectora frente a la infección. Los 
niveles de IgG circulante mostraron un brusco incremento a partir de la 2ª 
semana post-infección (spi), manteniéndose significativamente elevados hasta 
las 12 spi, a partir de la cual empezaron a decrecer hasta el final de la 
experiencia y sacrificio de los animales (Martínez Moreno y cols., 1997b). 
Igualmente se ha demostrado que la infección secundaria no induce ninguna 
modificación de los niveles de IgG respecto a la infección primaria. 
Los linfocitos B (IgM+, IgG+ o CD79+) variaron de moderados a 
abundantes en hígado, observándose infiltrado portal, principalmente rodeando 
los conductos biliares hiperplásicos, así como en la periferia de granulomas con 
centro necrótico. En los ganglios linfáticos hepáticos se produjo una hiperplasia 
de folículos linfoides así como infiltrado de células plasmáticas IgG+ en 
cordones medulares, sugiriendo una intensa respuesta inmunitaria humoral 
local (Pérez y cols., 1998, 1999). 
El infiltrado de células plasmáticas productoras de IgG alrededor de los 
túneles hemorrágicos varía de escaso a abundante, indicando una severa 
respuesta humoral frente a las larvas migratorias, aunque dicha respuesta no 
fue capaz de prevenir la progresión de la infección como indicó el número de 
parásitos recuperados en hígado y vías biliares (Pérez y cols., 1999). En 
trayectos migratorios antiguos y espacios porta, el infiltrado de eosinófilos, 
macrófagos y células plasmáticas IgG+, así como la proliferación de tejido 
fibroso, varía de moderado a severo, principalmente en cabras que han recibido 










5.- CONTROL DE LA FASCIOLOSIS EN RUMIANTES 
5.1.- Tratamiento  
 Actualmente, las medidas llevadas a cabo para controlar la fasciolosis no 
son satisfactorias y son necesarios nuevos enfoques. El uso regular de fármacos 
que provocan la muerte del parásito forma parte de las medidas actuales de 
control, pero presentan un serio problema en aquellas zonas donde la 
enfermedad es endémica. En estas zonas el tratamiento debe darse de forma 
ininterrumpida cada tres semanas desde Agosto hasta Febrero debido a que los 
fármacos permanecen activos en el organismo sólo durante uno o dos días, tras 
los cuales los animales pueden volver a infectarse al pastar. Uno de los 
antiparasitarios más eficaces frente a la fasciolosis es el triclabendazol (TCBZ), 
como así lo demuestran varios estudios realizados en ganado ovino (Maes y 
cols., 1990; Taylor y cols., 1994; Ramisz y cols., 1997), caprino (Kinabo y 
Bogan, 1988; Martínez Moreno y cols., 1997a), vacuno (Suhardono y cols., 
1991; Echevarría y cols., 1990; Ibarra y cols., 2002) e incluso en la especie 
humana (Laird y Boray, 1992; Luz y cols., 1999). Aunque el triclabendazol se 
ha mostrado como un medicamento eficaz frente a las dos especies de Fasciola 
(Boray y cols., 1983; Estuningsih y cols., 1990; Suhardono y cols., 1991) el 
coste del tratamiento supone un serio problema para los productores de países 
en vías de desarrollo. A todo esto hay que sumar los fenómenos de resistencia 
al triclabendazol descritos en ovejas infectadas con F. hepatica (Overend y 
Bowen, 1995) sugiriendo que la falta de efectividad de dicho fármaco puede ser 
debida a la presencia de parásitos resistentes en el campo. Por lo tanto, el 
desarrollo de una vacuna podría presentarse como una alternativa, respetuosa 
con el medio ambiente, barata y efectiva para el control de la fasciolosis. 
En la oveja el TCBZ también ha demostrado prevenir las lesiones 
hepáticas cuando se administra en fases tempranas y reducidas cuando se 
administra en fases tardías (Pérez y cols., 2002). 
En cabra, el TCBZ es efectivo contra fasciolas maduras (100%) e 
inmaduras tardías (99,2%), así como contra fasciolas inmaduras migratorias 
(94,4%) (Martínez Moreno y cols., 1997a). El TCBZ también es eficaz para 
evitar el daño hepático causado tanto por las larvas migrantes, fases 




tardías -8 spi-). Por otra parte, no previene dichas lesiones cuando se aplica a 
las 16 spi (Martínez Moreno y cols., 1997a).   
 A pesar de los resultados positivos obtenidos con la aplicación del TCBZ, 
cada vez van surgiendo más cepas resistentes de F. hepatica, recientemente en 
Irlanda, Holanda, Australia y Nueva Zelanda (Overend y Bowen, 1995; Mitchell, 
1995; Coles y cols., 2000; Moll y cols., 2000; Thomas y cols., 2000; 
Gaasenbeek y cols., 2001; Coles y Stafford, 2001; Wolstenholme y cols., 2004), 
lo que está poniendo en serio riesgo el control de la enfermedad mediante este 
fármaco. Recientemente también se ha descrito en España resistencia de F. 
hepatica frente al albendazol (Alvarez-Sánchez y cols., 2006). 
 Los antihelmínticos comúnmente usados para el tratamiento y control de 
la fasciolosis en rumiantes junto con sus tiempos de espera para carne y leche 
así como la actividad que tienen sobre las distintas formas parasitarias se 
muestran en la tabla 5.1. Como puede verse, la mayoría de los componentes 
tienen periodos de espera relativamente largos. Además, los componentes más 
efectivos son aquellos que no se pueden usar en vacas o en animales lactantes 
ya que los Límites Mínimos de Residuos (MRLs) en leche no se han establecido.  
 
Sin embargo, la detección de residuos en la leche ha hecho suponer que 
hay casos de un uso clandestino de tales fármacos. Por otra parte, el valor y la 
reputación de las exportaciones europeas se vería aumentado a través del 
desarrollo de un método de control alternativo basado en una vacuna, a la vez 
que se utilizarían planes estratégicos de predicciones de brotes así como un uso 





Tabla 5.1.- Fármacos comercialmente disponibles y comúnmente usados en el 
tratamiento de la fasciolosis en rumiantes. La mayoría de estos fármacos tienen tiempos de 
espera relativamente largos para la carne, y con la excepción de la Oxyclozanida sólo 
algunos están disponibles para el tratamiento diario de la infección en reses en producción 
láctea 






tardíos y adultos 
Superior a 56 días No debe ser 
usado en 
producción láctea 
Nitroxinil Inmaduros tardíos 
y adultos 
60 días No debe ser 
usado en 
producción láctea 
Closantel Inmaduros tardíos 
y adultos 
42 días No debe ser 
usado en 
producción láctea 
Netobimina Sólo adultos Superior a 10 días 40 horas 
Albendazol Sólo adultos 14 días 60 horas 
Clorsulón Inmaduros tardíos 
y adultos 
8 días Sólo en animales 





60 días  




 La aparición de poblaciones de F. hepatica resistentes a los 
antiparasitarios comunes ha provocado un creciente interés en el desarrollo de 
otras formas de tratamiento. Las vacunas parecen una prometedora alternativa, 
ya que permitirían obviar la presencia de residuos en productos de origen 
animal, siendo compatibles con la ganadería ecológica. Además, la protección 
sería más prolongada que la conferida por los antihelmínticos, lo que tiene 
importancia particularmente en zonas endémicas. Con el uso de vacunas no 




alterar la fecundidad de los parásitos provocando la producción de huevos que 
no sean viables. Se han identificado varios candidatos vacunales que podrían 
ser utilizados (Dalton y cols., 1996, 2003a,b; McManus y Dalton, 2006; Almeida 
y cols., 2003).  
Desde el punto de vista medioambiental, se evitarían los residuos de 
medicamentos en la cadena alimentaria, y constituyen una alternativa que 
resulta inocua al consumidor. Por otro lado, el desarrollo de modelos predictivos 
metereológicos (Malone y cols., 1998; Parr y Gray 2000) junto con un mayor 
entendimiento de los mecanismos de resistencia a los fármacos (Wolstenholme 
y cols., 2004), podría permitir el uso de fármacos eficaces tan sólo en aquellos 
casos en los que sea necesario, retrasando por tanto, la aparición de 
fenómenos de resistencia y actuando tan sólo en las “zonas blanco” debido a su 
alta carga parasitaria o ante la predicción de la aparición de un brote. 
 
6.-DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA F. hepatica 
 Varios estudios llevados a cabo por diversos autores han 
demostrado que F. hepatica puede inducir respuesta inmunitaria protectora en 
el hospedador provocando la muerte del parásito y confiriendo protección 
contra la fasciolosis (Rickard y Howell, 1982; Haroun e Hillyer, 1986; Hughes, 
1985). La transferencia pasiva de suero inmune así como células inmunes ha 
demostrado conferir protección frente a Fasciola en ovejas, vacas y ratas 
receptoras (Dargie y cols., 1974; Rickard y Howell, 1982; Haroun e Hillyer, 
1986). De estos experimentos se sugiere que antígenos de F. hepatica pueden 
inducir una respuesta inmunitaria protectora en vacas e implica que la 
vacunación con antígenos definidos es teóricamente, un punto alcanzable. Sin 
embargo, también existen otros estudios llevados a cabo en ovinos donde se 
demostró que las ovejas no desarrollaban resistencia ante una segunda 
infección por F. hepatica después de una exposición primaria (Boray, 1969; 
Boyce y cols., 1987; Chauvin y cols., 1995). En cabras infectadas 
secundariamente no sólo no se produjo una respuesta protectora, sino que 
presentaron lesiones hepáticas más severas que las infectadas de forma 
primaria (Pérez y cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999) Estos resultados 
sugieren que la respuesta inmunitaria en vacas es diferente cuantitativamente 





manera F. hepatica puede resistir o alterar la respuesta inmunitaria de las 
ovejas y cabras en algún punto.  
 Han existido muchos intentos de vacunar animales de laboratorio, ovejas 
y vacas con distintos extractos de Fasciola como por ejemplo, antígenos 
somáticos crudos y antígeno excretor/secretor. Sin embargo, el objetivo del 
siguiente apartado es presentar una revisión de los datos más recientes acerca 
del desarrollo de vacunas frente a fasciolosis desde los primeros inicios usando 
vacunas irradiadas atenuadas hasta las nuevas estrategias que se están 
testando recientemente para el desarrollo de vacunas recombinantes y de ADN. 
 
6.1.-Estrategias vacunales y antígenos candidatos 
6.1.1.-Vacunas irradiadas atenuadas 
 La inmunización en las especies hospedadoras frente a F. hepatica 
usando metacercarias irradiadas atenuadas fue una de las primeras estrategias 
testadas en un intento por identificar antígenos protectores de Fasciola en el 
hospedador. La protección con vacunas irradiadas-atenuadas ha tenido éxito en 
bovinos, aunque ha sido dependiente del protocolo vacunal empleado 
obteniéndose niveles de protección que oscilaron entre el 30 y el 85,5% de 
reducción en la carga parasitaria (Dargie y cols., 1974; Nansen, 1975; Acosta y 
cols., 1989). Sin embargo, en ratas, ratones, conejos y ovinos generalmente no 
han funcionado (Dawes y Hughes, 1964; Boray, 1967; Dargie y cols., 1974; 
Harness y cols., 1976, 1977; Campbell y cols., 1978; Hughes y cols., 1981).  
 El hecho de que la protección en bovinos y ratas parezca depender del 
tiempo post-vacunación esperado antes de provocar la infección sugiere dos 
posibles interpretaciones: la primera de ellas es que la respuesta inmunitaria 
protectora es inducida pero transitoriamente; la segunda que la respuesta 
inmunitaria sufre una “maduración” con el paso del tiempo. 
 Las ovejas y vacas pueden ser protegidas frente F. gigantica mediante la 
inmunización con metacercarias irradiadas, obteniéndose porcentajes de hasta 
el 98% y del 80% de reducción en la carga parasitaria en bovinos y ovinos, 
respectivamente (Bitakaramire, 1973; A’Gadir y cols., 1987). Sin embargo, 




significativos frente a F. hepatica en ovejas no han tenido éxito (Boray, 1967; 
Dargie y cols., 1974; Campbell y cols., 1978; Creaney y cols., 1995), no 
adquiriendo resistencia ante una reinfección después de una infección con 
metacercarias ya sean irradiadas o no irradiadas (Boray, 1969; Boyce y cols., 
1987, Chauvin y cols., 1995). 
 Los experimentos en ovejas llevados a cabo por Creaney y cols., (1995) 
así como otros autores usando tanto Fasciola sp. como Schistosoma sp., 
revelaron que una dosis de irradiación alrededor de 3 krad podrían representar 
el umbral tras el cual el desarrollo de las formas juveniles se veía imposibilitado. 
 A pesar de la falta de protección signfiticativa, el suero procedente de 
ovejas vacunadas con metacercarias irradiadas se utilizó en técnicas de ELISA 
así como en Western immunoblotting, con el objetivo de compararlos con los de 
animales que recibían una infección sin haber sido vacunados (Creaney y cols., 
1995).  La irradiación producía alteraciones en los carbohidratos así como en la 
expresión de proteasas (Creaney y cols., 1995), contribuyendo a la generación 
de una respuesta inmunitaria en estos hospedadores. De este experimento se 
descubrió que los antígenos candidatos más prometedores eran glutatión-S-
transferasa (GST) y catepsina-L proteasa de F. hepatica, antígenos que se 
reconocían incluso en las metacercarias que habían recibido irradiaciones de 7 
krad.  
 Se ha especulado con el mecanismo de la respuesta protectora tanto en 
bovinos como en ratas. Así, se ha sugerido que una pequeña población de 
metacercarias irradiadas que llegaran al hígado podrían producir fibrosis 
hepática y la resistencia estaría inducida por una barrera de tipo fisiológico más 
que por un mecanismo inmunológico (Boray, 1969; Rickard y Howell, 1982; 
Hughes, 1987). Otros autores demostraron en experimentos realizados con F. 
gigantica, que la población de metacercarias se reducía en un 98% en bovinos 
y que no existía daño hepático ni se recuperaban formas adultas del parásito 
cuando se administraban metacercarias irradiadas con 3 krad (Bitakaramire, 
1973). Estos resultados sugieren que la interferencia fisiológica debida a la 
fibrosis hepática y calcificación no es solamente la responsable de la aparición 
de resistencia. Además, los experimentos de transferencia pasiva y adoptiva 
han demostrado que los mecanismos de base inmune funcionan en la 
adquisición de resistencia ante F. hepatica en vacas y ratas (Corba y cols., 





 A pesar de que las ovejas han sido vacunadas con éxito contra F. 
gigantica y Schistosoma mattheei usando metacercarias irradiadas, 80% y 56-
78%, respectivamente de reducción en la carga parasitaria (A’Gadir y cols., 
1987;Taylor, 1987) parece poco probable que éstas desarrollen protección 
eficaz frente a F. hepatica usando este tipo de vacuna, ya que varios estudios  
parecen sugerir que la supervivencia de F. hepatica en ovejas es la suma de 
dos variables: por un lado la variación en la falta de respuesta del hospedador, 
y, por otro lado la resistencia del parásito a ser destruído por el sistema inmune 
(Spithill y cols., 1997). 
 
6.1.2.- Antígenos definidos 
 Uno de los requisitos que deben cumplir las vacunas frente a F. hepatica 
es su reducido coste para que pueda generalizarse su uso en rumiantes. Por 
este motivo durante los últimos años se ha trabajado con varios antígenos 
definidos que permiten su producción recombinante a gran escala (Dalton y 
cols., 2003a). 
 
“Proteínas Transportadoras de ácidos grasos” (FABP) 
 Bajo este nombre se engloba una familia de proteínas encargadas de 
unirse y transportar una gran variedad de ligandos hidrofóbicos como pueden 
ser el oleato, palmitato y gran variedad de ácidos biliares. Existen una gran 
variedad de FABPs descritas tanto en vertebrados como en invertebrados y 
cuya característica más significativa es la conservación de su tamaño, que 
oscila entre 14 y 16 kDa de masa y entre 127 y 133 aminoácidos de longitud 
(Veerkamp y cols., 1991). De toda esta familia de proteínas la mejor 
caracterizada es la familia de las FABP citoplasmáticas. 
 Su potencial como posible vacuna lo descubrió a mediados de los años 
70 George Hillyer, cuando identificó un grupo de proteínas de Fasciola, 
denominadas FhSmIII(M) que podrían ser purificadas en base a su reacción 
cruzada con proteínas solubles de Schistosoma mansoni, utilizándolas en 
ratones (Hillyer y cols., 1985) y vacas (Hillyer y cols., 1987) y administrándolas 




de entre el 69 y 78% en ratones y del 55% en vacas, demostrando también 
fenómenos de protección superiores al 81% en ratones infectados con cercarias 
de Schistosoma mansoni (Hillyer y Allain, 1979). Todos estos resultados 
demostraban que Fasciola y Schistosoma comparten epitopos protectores. Este 
hecho se demostró cuando se examinaron muestras de ADNc correspondiente a 
la familia de FABP citoplasmática de Fasciola, descubriéndose una proteína 
identificada como Fh15, que se comparó con la proteína de Schistosoma 
mansoni Sm14, con la que compartía un tamaño similar (14,7 kDa) y un 44% 
de su secuencia de aminoácidos (Moser y cols., 1991). 
 Varios estudios posteriores que usaban proteínas recombinantes como 
candidatos vacunales frente Fasciola y Schistosoma han mostrado resultados 
muy dispares. Mientras los experimentos llevados a cabo por Muro y cols., en 
1997 no arrojaron buenos resultados sobre el papel protector de una proteína 
recombinante derivada de la proteína Fh15 de Fasciola hepatica en conejos, los 
resultados de Tendler y cols., en 1996 obtuvieron un 100% de reducción de la 
carga parasitaria en ratones al usar una proteína recombinante del antígeno 
Sm14 de Schistosoma mansoni. En ese mismo año, Bozas y Spithill 
identificaron una tercera proteína denominada FABP3, que fue ensayada en 
bovinos, aunque no produjo protección. 
 Sin embargo, el candidato más idóneo parecen ser las proteínas FABP de 
Schistosoma mansoni, en concreto la proteína Sm14, como demuestra el 
estudio llevado a cabo por Tendler y cols., en 1996, donde se utilizó una 
proteína recombinante de Sm14 en conejos y ratones. Los resultados en 
conejos revelaron reducción de la carga parasitaria del 89% tras infectar con 
1000 cercarias de Schistosoma. En ratones, los resultados arrojaron unos 
niveles de protección de entre el 37% al 66% frente a Schistosoma mansoni, 
aunque el dato más interesante fue que mostró un porcentaje de protección del 
100% frente a infección por Fasciola hepatica. Sin embargo, en este 
experimento hay que tener en cuenta que el ratón no es un hospedador natural 
de Fasciola hepatica y que muy pocos parásitos pueden provocar la muerte del 
animal. En esta experiencia tan sólo se usaron 3 metacercarias de Fasciola, por 
lo que es cierto que podemos estar ante un prometedor candidato vacunal, 
pero que necesitaría probarse en rumiantes. Un primer experimento se llevó a 
cabo en corderos utilizando este péptido y provocando la infección con 80 





carga parasitaria cercano al 100% (Almeida y cols., 2003), aunque cabe 
destacar que en este experimento tan sólo se utilizaron siete corderos.  
 De cualquier modo, las proteínas de la familia de FABP se muestran 
como los candidatos vacunales más prometedores frente a la fasciolosis y 
schistosomiasis y, probablemente también, frente a otras enfermedades 
provocadas por trematodos, siendo necesario un estudio más profundo de las 
proteínas Sm14 y Fh15. 
 
Glutatión-S-transferasa (GST)  
 Las Glutatión-S-transferasas (GSTs) comprenden a una familia de 
isoenzimas involucradas en la detoxificación de un amplio rango de sustratos 
químicos a través de la conjugación con el glutatión, de manera que el producto 
se vuelve más soluble en agua, menos tóxico y mucho más fácil de excretar. Se 
trata, en mamíferos, de seis clases de enzimas diméricas (alfa, mu, pi, theta, 
sigma y kappa) compuestas por subunidades de entre 24 y 29 kDa y que 
comparten un alto porcentaje de su secuencia de aminoácidos (70% 
aproximadamente) diferenciándose dentro de las de una misma clase en 
pequeñas secuencias (aproximadamente el 30%) (Mannervik y cols., 1985; 
Meyer y cols., 1991; Ji y cols., 1995; Pemble y cols., 1996). Se ha demostrado 
que este tipo de enzimas son muy abundantes en los helmintos (Brophy y cols., 
1990; Brophy y cols., 1994), donde la GST juega un papel muy importante en 
distintos aspectos de la vida del parásito como pueden ser el mantenimiento de 
la homeostasis, la supervivencia ante la exposición a xenobióticos (Brophy y 
Pritchard, 1994), relación con la actividad enzimática con productos 
procedentes de la peroxidación lipídica (O’Leary y Tracy, 1988; Brophy y Barret, 
1990; Brophy y cols., 1990; Salvatore y cols., 1995) y un papel protector 
frente a radicales libres exógenos del hospedador (Brophy y Pritchard, 1994). 
 Diversas experiencias se han llevado a cabo, con el fin de purificar GST a 
partir de formas adultas de Fasciola mediante cromatografía de afinidad usando 
una columna de glutatión (Howell y cols., 1988; Brophy y cols., 1990; Wijffels y 
cols., 1992; Sexton, 1994) así como otras experiencias donde se trabajó con 
GST recombinantes de Fasciola, llegaron a la conclusión de que las secuencias 




similares (Panaccio y cols., 1992; Muro y cols., 1993), presentando una gran 
homología con la clase mu de GST identificada en mamíferos (Panaccio y cols., 
1992; Wijffels y cols., 1992). Estos resultados indican que, en F. hepatica se 
expresan múltiples GSTs de la clase mu y que esto permite una gran diversidad 
en la especificidad ante los sustratos necesaria para poder sobrevivir en el 
hospedador. 
 La GST supone un interesante candidato vacunal, como ponen de 
manifiesto los experimentos llevados a cabo por Capron y cols., 1994 y Brophy 
y Pritchard en 1994 en los cuales el uso de una GST de 28 kDa de peso 
procedente de Schistosoma mansoni ha producido altos niveles de protección 
en distintos modelos animales. Por el contrario, el uso de GST de F. hepatica en 
ratas usando como adyuvante FCA (Adyuvante Completo de Freund) no mostró 
protección alguna (Howell, y cols., 1988), aunque estudios posteriores en 
ovejas realizando vacunaciones múltiples de GST de F. hepatica en FCA/FIA 
(Adyuvante Completo de Freund y Adyuvante Incompleto de Freund) mostraron 
un porcentaje de reducción en la carga parasitaria del 57% (Sexton y cols., 
1990), convirtiéndose en la primera demostración de protección en ovejas 
frente a F. hepatica utilizando un antígeno definido, aunque los resultados de 
diversos experimentos llevados a cabo por este autor con diferentes tipos de 
adyuvantes mostraron niveles de protección que fluctuaban entre 6 y el 65%, 
con una eficacia media del 29%. 
También llevaron a cabo experiencias para evaluar la eficacia de GST en 
ganado vacuno usando diversos adyuvantes (Morrison y cols., 1996) 
obteniendo una media de reducción en la carga parasitaria del 43%. Estas 
diferencias observadas en ovino y bovino tras la vacunación con GST sugieren 
que los mecanismos de la respuesta inmunitaria que se inducen en bovinos no 
son iguales en ovinos, dando lugar en éstos últimos a una respuesta 
inmunitaria menos efectiva y permitiendo que el parásito pueda escapar a la 
acción del sistema inmune.  
Un aspecto interesante radica en el efecto que se produce en la 
fecundidad del parásito, tanto en la reducción de huevos como en la fertilidad 
de los mismos, notificada por diversos autores usando GST de Schistosoma en 
vacas donde se apreció una reducción de la producción de huevos en heces de 
entre el 34% y el 84% (Bushara y cols., 1993), primates (Boulanger y cols., 





1995). S¡n embargo, no se ha evidenciado ningún tipo de relación en los 
diferentes ensayos vacunales en los que se ha utilizado GST de F. hepatica 
junto con FCA. 
El modo mediante el cual el sistema inmune reacciona frente a la GST 
todavía queda por determinar, aunque se barajan dos posibilidades: 
-La primera de ellas radica en una respuesta de anticuerpos dirigida al 
ligando activo de la GST provocando la reducción o la neutralización de su 
actividad en el parásito, dando origen a un daño tisular de éste debido a la 
acción de radicales de oxígeno u óxido nítrico liberados en la respuesta 
inflamatoria del hospedador frente al parásito (Rossjohn y cols., 1997). 
-La segunda hipótesis, que parece según los últimos estudios la más 
probable, postula que la GST actúa como un antígeno liberado por el parásito 
que induce una respuesta inmunitaria que provoca su muerte (Morrison y cols., 
1996; Zheng y cols., 1992). 
 Esta segunda hipótesis sugiere que la GST es liberada por los parásitos 
in vivo. Un parásito adulto puede contener alrededor de 200µg de GST (Wijffels 
y cols., 1992) que incluso pueden ser detectadas en el sobrenadante de cultivos 
de parásitos in vitro, sugiriendo por tanto que la GST puede ser secretada por 
los parásitos vivos (Sexton y cols., 1994). Otra posibilidad es que la GST pueda 
ser presentada al sistema inmune del hospedador debido a parásitos que han 
fracasado en su intento de producir la infección, debido a que el porcentaje de 
implantación de Fasciola no es del 100%, siendo la implantación en ovejas y 
vacas de entre el 11% al 53% (Boray, 1969; Boyce y cols., 1987; Morrison y 
cols., 1996; Spithill y cols., 1997). En ratones se demostró que la tasa de 
metacercarias de F. hepatica que fracasa en su migración desde el intestino a 
los tejidos es del 8% (Hsu y cols., 1986). Esta observación sugiere que los 
parásitos que no logran finalizar su migración mueren en los tejidos del 
hospedador como “parásitos transeúntes”. Si este mismo proceso ocurre en 
rumiantes, es posible que exista una respuesta inmunitaria provocada ante la 
GST de este tipo de parásitos que afectaría a las formas invasivas. Esta 
hipótesis implica que el brazo ejecutor inflamatorio para la eliminación del los 
parásitos sería una respuesta inducida por los “parásitos transeúntes” que es 




juveniles de F. hepatica por macrófagos de rata involucrados en una respuesta 
inmunitaria mediada por óxido nítrico y anticuerpo-dependiente. 
 
Catepsinas-L 
 Reciben el nombre de catepsinas una familia de enzimas proteolíticas de 
Fasciola, procedentes de su material excretor-secretor (ES), que pueden ser 
fácilmente recogidas in vitro a partir de parásitos adultos. En 1965, Thorsell y 
Bjorkman demostraron los efectos proteolíticos de este material excretor-
secretor al evidenciar la digestión de un sustrato de gelatina. En 1982 Chapman 
y Mitchell demostraron que dicha actividad se debía a la actividad proteolítica 
de una familia proteasas de cisteína. En años posteriores se prestó especial 
atención a dos clases en concreto, las catepsinas L y B, ya que se propuso que 
jugaban un papel importante en diversos aspectos de la vida del parásito tales 
como, invasión, alimentación, evasión del sistema inmune así como potencial 
como candidato vacunal (Knox, 1994). 
 Se estudió especialmente la catepsina L ya que se postulaba que estaba 
involucrada en aspectos funcionales importantes de la vida del parásito como 
pueden ser la penetración en el tejido (Howell, 1966; Smith y cols., 1993; 
McGinty y cols., 1993; Berasain y cols., 1997) adquisición de nutrientes (Halton, 
1967; Dalton y Heffernan, 1989; Rege y cols., 1989; Yamasaki y cols., 1992; 
Smith y cols., 1993; Dowd y cols., 1994) y la producción de huevos (Wijffels y 
cols., 1994; Dalton y cols., 1996; Spithill y Morrison, 1997). Además, las 
catepsinas L están implicadas en la evasión inmune de Fasciola ya que 
provocan la rotura de las regiones Fc de los anticuerpos (Chapman y Mitchell, 
1982; Dalton y Heffernan, 1989; Smith y cols., 1993; Smith y cols., 1994), 
también previenen el ataque mediado por anticuerpos procedente de las células 
efectoras del hospedador ante las formas juveniles (Goose, 1978; Carmona y 
cols., 1993; Smith y cols., 1993; Smith y cols., 1994), así como la generación 
de grumos de fibrina que podrían evitar el acceso a la superficie del parásito de 
las células efectoras (Dowd y cols., 1995). 
 Estudios llevados a cabo por diversos autores en disciplinas de biología 
molecular llegaron a la conclusión de que esta familia de proteasas de cisteína 





más o menos homogénea y que fluctuan entre 27 y 28 kDa de peso (Dalton y 
Heffernan, 1989; Yamasaki y cols., 1989; Smith y cols., 1993; McGinty y cols., 
1993; Wijffels y cols., 1994). 
 Las catepsinas L se han usado como candidato vacunal contra F. 
hepatica, siendo Wijffels y cols., en 1994 los primeros en demostrar la utilidad 
de estas proteasas en ovejas usando como adyuvante FCA. De esta forma, se 
empezó a evaluar la efectividad de las catepsinas L como candidatos vacunales 
en bovinos (Dalton y cols., 1996). Experiencias previas a la de Dalton, llevadas 
a cabo con catepsina L1 (Smith y cols., 1993) y catepsina L2 combinada con 
hemoglobina de F. hepatica (Dowd y cols., 1994) se desarrollaron para 
determinar su eficacia como vacuna. Los resultados de estas experiencias en 
bovinos arrojaban unos porcentajes de reducción en la carga parasitaria de 
hasta el 69% con catepsina L1 y del 72% con catepsina L2 mezclada con 
hemoglobina. La reducción en la fertilidad en los huevos encontrados en heces 
también fue elevada, al encontrarse unos porcentajes de viabilidad de entre 
40% y 65% con catepsina L1 aislada y del 0-80% cuando se mezclaba con 
hemoglobina. La catepsina L2 junto con la hemoglobina, provocaba un 
porcentaje de viabilidad en los huevos del 0-7%. Los resultados observados en 
estos ensayos, que afectan a la fecundidad de las formas parasitarias que 
afectan tanto a bovinos como a ovinos, utilizando catepsina L pueden ser 
interpretados de dos formas, por un lado la reducción en la producción de 
huevos podría ser una consecuencia secundaria en el metabolismo de los 
huevos del parásito, debido a la inhibición de la actividad de la catepsina L y 
que afecta a su alimentación. En segundo lugar, la producción de huevos en F. 
hepatica requiere de una segunda catepsina L localizada en los tejidos y la 
vacunación con catepsinas L secretadas por el parásito podría producir reacción 
cruzada con la catepsina tisular e interferir en la producción de huevos. 
Esta segunda hipótesis está apoyada por la experiencia llevada a cabo 
por Wijffels y cols., en 1994 donde no se observaron alteraciones morfológicas 
en parásitos recuperados de ovejas vacunadas, demostrando este hecho que su 
desarrollo y capacidad de alimentación no se vieron mermadas por la 
vacunación. Con este experimento no se consiguió reducir la carga parasitaria 
en los animales vacunados, mientras que sí se consiguió una drástica reducción 
de la producción de huevos (69,7%). Sin embargo, Dalton y cols., en 1996 




vacunados, y se sugirió que los efectos de la respuesta inmunitaria en bovinos 
y ovinos podría ser diferente. Estos resultados confirman que las catepsinas L 
son capaces de alterar la fecundidad de los parásitos tanto en bovinos como 
ovinos, así como reducir la carga parasitaria en bovinos. Aunque el mecanismo 
por el que se produce ésta inmunidad protectora en bovinos está todavía por 
determinar, constituyen un candidato vacunal muy interesante debido a los 
altos niveles de reducción que se pueden lograr en los huevos que podrían salir 
al pasto, y que consecuentemente, se convertirían en el futuro en 
metacercarias que podrían infectar a los rumiantes.  
Piacenza y cols. (1999) evaluaron la eficacia de la catepsinas-L-
proteinasas (CatL-1 y CatL-2) y de la leuquina aminopeptidasa purificada (LAP) 
obtenidas de F. hepatica adultas en ovejas. Los resultados muestran unos 
niveles de protección del 33% y 34% para CatL-1 y CatL-2, respectivamente; 
sin embargo, la reducción en el número de huevos es bastante mayor, 
alcanzando el 71% para CatL-1 y el 81% para CatL-2. La combinación de CatL-
1 y CatL-2 en la misma vacuna confiere una protección del 60%. No obstante, 
la LAP ofrece mejores resultados, llegando a unos niveles de protección del 
89%.  
 
Hemoglobina y Paramiosina 
 El uso de hemoglobina de F. hepatica como candidato vacunal se ha 
comentado anteriormente, al describir las experiencias llevadas a cabo por 
Dalton y cols., en 1996. Los resultados más esperanzadores se consiguieron 
cuando se usó como vacuna una mezcla de hemoglobina y catepsina L2 ya que 
no sólo se consiguió una reducción en la viabilidad de los huevos, sino también 
en la carga parasitaria, convirtiéndose en un candidato idóneo para una vacuna 
comercial si sus resultados fueran reproducibles. El mecanismo mediante el 
cual la hemoglobina de F. hepatica induce la acción del sistema inmune todavía 
es un misterio, aunque las propiedades relativas al almacenamiento de oxígeno 
que tiene la hemoglobina pueden jugar un papel vital (Dalton y cols., 1996). 
Dichas propiedades serían fundamentales en aquellas zonas donde la tensión 
de oxígeno es más débil, como en el caso de los conductos biliares. Por otro 
lado, se tiene conocimiento de que la producción de huevos por parte de F. 





acción inmunológica sobre la función de la hemoglobina podría comprometer el 
desarrollo de los huevos. 
 Dentro de las proteínas tegumentales, se ha prestado atención a la 
paramiosina debido a los éxitos cosechados en experiencias con ratones con 
paramiosina de Schistosoma (Pearce y cols., 1988; Flanigan y cols., 1989; 
Ramirez y cols., 1996). En virtud de los fenómenos de reacción cruzada 
descritos entre Fasciola y Schistosoma, se han llevado a cabo algunas 
experiencias de vacunación con paramiosina de 94 kDa de tamaño, en ovejas 
así como en vacuno, obteniendo resultados dispares (Morrison y cols., 1995, 
comunicación personal, St. Aubin), incluso usando paramiosina procedente de F. 
gigantica (Estuningsih y cols., 1997). Por tanto, el potencial como candidato 
vacunal de la paramiosina está todavía por demostrar. 
 
Vacunas de ácidos nucleicos 
 Recientemente, se ha estudiado un nuevo enfoque para el desarrollo de 
vacunas utilizando ADN que codifique un antígeno protector. Este tipo de 
estrategia se vale del uso de plásmidos que contienen un inserto, donde se 
codifica el antígeno deseado, y que se inoculan mediante inyección intradelmal 
o intramuscular. Este plásmido que se ha “construido” contiene un promotor 
(ARN) similar al promotor que utiliza un citomegalovirus, que dirije la expresión 
del antígeno deseado en las células de los mamíferos. La aplicación de este tipo 
de vacunas en animales, en concreto en ratones, ha inducido protección frente 
a la malaria (Sedegah y cols., 1994; Doolan y cols., 1996; Hedstrom y cols., 
1996) y a la Leishmania (Xu y Liew, 1995). También se ha conseguido una 
buena respuesta de anticuerpos en ratones vacunados con ADN que codificaba 
paramiosina de Schistosoma japonicum (Yang y cols., 1995). Recientemente, 
en ratones (Smooker y cols., 1999) y ratas (Kofta y cols., 2000; Wedrychowicz 
y cols., 2003) vacunados con ADN codificando GST recombinante de F. hepatica 
(rGST47) y cisteina proteinasa de F. hepatica, respectivamente, se ha 
demostrado que la vacunación con ADN que codifique secuencias de Fasciola 
puede ser factible. 
 A pesar de que los resultados de estas experiencias son tan sólo 




ser una alternativa viable frente a las vacunas convencionales de rumiantes con 
antígenos proteícos. Este tipo de vacunas son una alternativa muy interesante 
y esperanzadora, ya que tienen a su favor la facilidad en la formulación del 
ácido nucleico, así como el hecho de poder vacunar con múltiples plásmidos 
(que codifiquen por ejemplo citoquinas y un determinado antígeno), o múltiples 






























1.-PREPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE ANTÍGENOS 
1.1.- Purificación de Glutatión S-Transferasa de Fasciola hepatica 
 Para realizar el aislamiento y purificación de Glutatión S-Transferasa 
(GST) mediante cromatografía de afinidad empleando una columna de 
glutatión-agarosa (Sigma G-4510), se partió de ejemplares adultos de Fasciola 
hepatica de la misma cepa que se utilizaría en la experiencia (Central 
Veterinary Laboratory, Weybridge, Reino Unido). Se utilizó la técnica descrita 
por Sexton y cols. (1990), aunque fue necesario adaptarla a las condiciones de 
nuestro laboratorio, de manera que se elaboró un protocolo que constaba de 4 
etapas: 
 1.1.1.- Preparación del extracto celular 
 Para llevar a cabo esta parte de la técnica se emplearon 5 gramos de 
Fasciola hepatica y se añadieron 20 ml de tampón de rotura (4 ml de tampón 
por cada gramo de Fasciola). A continuación se trituraron las fasciolas con un 
homogeneizador Ultraturrax® durante períodos de 30 segundos, seguidos de 
60 segundos de descanso en frío entre cada sesión. Esta operación se repitió 
hasta que se obtuvo un extracto celular homogéneo. Posteriormente el extracto 
celular se centrifugó a 12.000 rpm y 4ºC durante 30 minutos para separar la 
fracción soluble del material particulado. Se extrajo el sobrenadante y se 
centrifugó a 12.000 rpm y 4ºC durante 15 minutos. A continuación se recogió 
el sobrenadante y se filtró empleando un filtro de jeringa de 0’22 µm de 
diámetro de poro. El homogeneizado obtenido es la fracción soluble a la cual se 
le realizó la cromatografía de afinidad. 
 Durante todo el proceso de purificación, tanto las fasciolas como los 
extractos, así como las fracciones obtenidas y tampones empleados se 






 1.1.2.- Cromatografía de afinidad 
 1.1.2.1.- Preparación de la columna de glutatión-agarosa 
 Se empaquetó el gel de afinidad glutatión-agarosa en una columna de 
cromatografía y se conectó a una bomba peristáltica con flujo constante de 20 
ml/h y a un colector de fracciones programado para recoger fracciones de 1 ml 
de volumen. Se realizó el empaquetado utilizando el tampón de equilibrado. 
 1.1.2.2.- Equilibrado de la columna 
 Para equilibrar la columna se realizó el pasado de 4 o 5 volúmenes de 
columna del tampón de equilibrado a través de la misma. 
 1.1.2.3.- Adsorción de la muestra 
 Se cargó en la columna 2 ml de la fracción soluble. Todas las enzimas 
contenidas en esa fracción que empleen Glutatión (GSH) como sustrato incluida 
la GST, se unirán por afinidad al GSH del gel glutatión-agarosa. 
 1.1.2.4.- Lavado de la columna 
 Una vez introducidos en la columna los 2 ml de muestra, se aplicó el 
tampón de lavado para eliminar las proteínas no unidas al ligando. De las 
fracciones que fueron obteniendo se midió la absorbancia a 280 ηm para 
determinar el perfil de proteínas y también se realizó el ensayo de actividad 
enzimática GST utilizando su ensayo específico para verificar que la enzima se 
ha quedado retenida en la columna. El proceso de lavado duró hasta que las 
fracciones presentaron una absorbancia cero a 280 ηm, lo cual indica una 
ausencia total de proteína. 
 1.1.2.5.- Elución de las proteínas absorbidas 
 Para despegar la glutatión transferasa unida al GSH de la glutatión-
agarosa, se aplicaron 5 ml de tampón de elución a la columna. Este tampón 
contiene GSH 10mM lo que provoca la separación de las proteínas absorbidas a 
la columna. Una vez agotado el tampón de elución se continúo la cromatografía 
con tampón de lavado. Fue conveniente también medir en estas últimas 
fracciones la absorbancia a 280 ηm hasta que dejó de salir proteína (lo cual 
indica una absorbancia igual a cero) y la actividad enzimática GST. 
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 1.1.3.- Ensayo de la actividad enzimática 
 En las fracciones que contenían proteínas determinadas por la A280 se 
realizó la medición de la actividad GST. 
 El ensayo de la actividad glutatión transferasa se basó en la conjugación 
del glutatión reducido (GSH) con el 2,4-clorodinitrobenceno (CDNB), 
formándose un complejo cuya absorbancia se podía medir a 340 ηm: 
  CDNB + GSH            GS-DNB + HCl 
 Posteriormente se añadió en una cubeta desechable en el siguiente 
orden: 
• 940 µl de tampón T 
• 25 µl de GSH 40mM 
• 25 µl de CDNB 40mM 
• 10 µl de la muestra 
 Se mezcló suavemente y se determinó la reacción enzimática midiendo 
la absorbancia a 340 ηm durante dos minutos. El coeficiente de extinción molar 
del producto de la reacción es ε=9,6 mM-1, lo que da un factor de 10,417 para 
10 µl de muestra y de 20,83 para 5 µl. 
   U/ml= ∆ Ab 340ηm x (1.0 Vs)      ε x Vs 
 A continuación se elaboró un cromatograma mediante un programa 
informático apropiado; se procesaron los datos de proteína A280 y actividad en 
U/ml de la GST total de las distintas fracciones, seleccionando la fracción con 
mayor actividad GST de la elución. 
 1.1.4.-Determinación de la concentración proteica 
 Una vez determinadas las fracciones de mayor actividad enzimática se 
realizó la técnica de Bradford para determinar la concentración proteica.  
 A continuación se seleccionaron las fracciones de mayor concentración 




mediante la técnica de electroforesis por SDS-PAGE y se ajustaron una 
concentración de 1 mg/ml, se alicuotó en viales de congelación de 2 ml y se 
mantuvieron a -80ºC hasta su utilización. 
 1.1.5.- Caracterización mediante Electroforesis 
 Para la caracterización de la GST se realizó la técnica de electroforesis en 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que permitió la separación de las distintas 
fracciones proteicas presentes en una muestra en función de su peso molecular. 
Empleando como soporte un gel de poliacrilamida, las fracciones proteicas al 
ser sometidas a una corriente eléctrica, emigran de un polo a otro del gel, 
basándose en la relación carga iónica/masa molecular. Para la aplicación de la 
técnica se empleó el método de Laemli (1970). 
1.1.5.1.- Técnica de electroforesis 
 a) Polimerización del gel de poliacrilamida 
 Se utilizó un sistema mono-dimesional SDS-PAGE discontinuo en el que 
primero polimeriza el gel separador, con un porcentaje de poliacrilamida del 
12%, y posteriormente el gel condensador. 
 b) Preparación de la muestra 
 La muestra conteniendo la enzima GST ya purificada, se diluyó en 
proporción 1:1 en un tampón de muestra; se calentó a 90ºC en baño maría 
durante 4 minutos para desnaturalizar las proteínas. 
 c) Electroforesis 
 Se colocaron las muestras en las calles correspondientes a razón de 15 
µl/calle y, en una cubeta de electroforesis (MINI PROTEAN®, BIO RAD) y en 
presencia de un tampón de corrida electroforética se aplicó de manera continua 
una corriente eléctrica de 200 voltios durante 45 minutos. 
 d) Tinción del gel 
 Para poner de manifiesto la banda proteica es necesario aplicar un 
colorante al gel. Para ello se empleó Azul de Coomasie R-250® (MERCK) que es 
un método específico y con una sensibilidad de 0,5 µg por banda. 




 1.1.6.- Soluciones y Tampones 
 1.1.6.1.- Tampón de rotura 
• 150 mM NaCl. 
• 0,5% Tritón X-100. 
• 5 mM EDTA. 
• 50 mM Tris-HCl pH 8,0. 
• 2 mM PMSF. 
Debido a que la GST es muy sensible a la oxidación es necesario incluir 
el tampón de rotura 2 mM de DTT, el cual se añade justo antes de 
utilizarse. 
 1.1.6.2.- Tampón de equilibrado de la columna 
• 50 mM Fosfato sódico pH 7,5. 
• 1 mM EDTA. 
• 2 mM DTT. 
Añadir el DTT justo antes de utilizarse. 
1.1.6.3.- Tampón de lavado 
• 50 mM Fosfato sódico pH 7,5. 
• 1 mM EDTA. 
• 50 mM NaCl. 
1.1.6.4.- Tampón de Elución 
• 50 mM Tris-HCl pH 8,5. 




• 10 mM GSH. 
El DTT y GSH se añaden justo antes de ser utilizados. 
1.1.6.5.- Ensayo de la actividad Glutatión S-Transferasa 
• Tampón T: 100 mM Fosfato sódico pH 6,5. 
• 1 mM EDTA. 
• 40 mM GSH (disuelto en H2O). 
• 40 mM CDNB (disuelto en etanol). 
El GSH y CDNB se han de mantener a 4ºC mientras que el Tampón T a 
30ºC en baño termostatizado. 
1.1.6.7.- Tampón de muestra (Electroforesis) 
• 62,5 mM Tris-HCl. 
• 3% SDS. 
• 50 mM Dithiothreitol. 
• 10% Glicerol. 
1.1.6.8.- Tampón de corrida electroforética 10x pH 8.3 
• Tris base 29 grs. 
• Glicina 144 grs. 
• SDS 10 grs. 
• Agua destilada 1 L. 
1.1.6.9.- Solución colorante 
• Azul Coomasie R 0,2 grs. 
• Etanol o metanol 50 ml. 
• Ácido acético 10 ml. 
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• Agua destilada 100 ml. 
  
1.2- Obtención del péptido sintético de Schistosoma mansoni 
(pSm14) 
 Para la obtención del péptido sintético derivado de Schistosoma mansoni 
se recurrió al a empresa Genemed Síntesis, con sede en San Francisco, USA. Se 
pidió a dicha empresa que sintetizara un péptido sintético con una secuencia de 
aminoácidos determinada por nosotros (“N”-EKN/SES/KLT/Q-“C”), en este caso 
diez aminoácidos. Dicha secuencia correspondía a un péptido de una secuencia 
del antígeno Sm14 de Schistosoma mansoni utilizada por otros autores 
(Almeida y cols., 2003) y que demostró su eficacia en ratones y corderos y, por 
tanto, podría tratarse de un candidato potencial para su ensayo como posible 
vacuna en caprinos. 
 
2.- Infección experimental 
Para este estudio se utilizaron 21 cabras de 4 meses de edad de raza 
Florida Sevillana, que fueron divididas en tres grupos de 6 animales cada uno y 
un cuarto grupo control no inmunizado ni parasitado compuesto por tres 
animales. El diseño del protocolo de trabajo así como el diseño de la infección 
experimental y temporización de la experiencia se muestran de forma resumida 
en la tabla y gráfico 1. En todos los grupos se comprobó que los animales 
estaban libres de enfermedades no detectando síntomas de procesos 
infecciosos ni parasitarios, aunque igualmente se procedió a su desparasitación. 
El grupo 1 fue utilizado como control no inmunizado ni parasitado. Las cabras 
del grupo 2 fueron el control positivo de infección, no inmunizadas. El grupo 3 
fue inmunizado con 3 dosis de 200 µg de GST de Fasciola hepatica, mediante 
una inoculación subcutánea en la región del hombro con un intervalo entre ellas 
de 10 días. Como adyuvante se utilizaron 200 µl de adyuvante de Freund, 
completo (F.C.A., Sigma) en los casos de primo-inmunizaciones, mientras que 
pasó a ser incompleto (F.I.A., Sigma) en las inmunizaciones siguientes a la 
primera. El grupo 4 fue inmunizado de un modo similar con 3 dosis de 80 µg 
del péptido sintético derivado del antígeno Sm14 compuesto por diez 




Inc., San Francisco, USA), mediante inoculación subcutánea en la región del 
hombro con un intervalo entre ellas de 10 días. Como adyuvantes se utilizaron 
0,66 ml de RIBI (Sigma) y Al(OH)3. Los animales de los grupos 2, 3 y 4 fueron 
infectados con una dosis de 200 metacercarias (mc) procedentes del Central 
Veterinary Laboratory de Weybridge, Reino Unido. En dicho laboratorio se 
obtienen los parásitos a partir de G. truncatula. Cuando se recibieron las mc, se 
mantuvieron a 4ºC y en agua destilada hasta su utilización. A los tres meses de 
la primera inmunización se realizó la infección utilizando cápsulas de gelatina, 
previo estudio de viabilidad de las metacercarias recibidas y que resultó ser de 
un 95%. En el grupo 2 murió un animal antes de ser infectado debido a un 
traumatismo abdominal con perforación del abomaso. Todos los animales 
fueron eutanasiados a las 20 semanas post-infección mediante inyección en la 
vena yugular utilizando el eutanásico T-61® (Intervet, España). El sacrificio se 
realizó de manera humanitaria siguiendo escrupulosamente las normas 
indicadas en el artículo 9 sobre la protección de animales de experimentación 
recogidas en la normativa legal de la Directiva de la CE sobre protección de 
animales utilizados para experimentación y otros fines científicos (86/609/CEE). 
 
Tabla 1.- Protocolo de trabajo y diseño experimental de los grupos infectados y control 
Días 
Semanas 




Grupos     Sacrificio 
1 - - - - Sacrificio 
2 - - - 200 mc Sacrificio 
3 GST GST GST 200 mc Sacrificio 








Gráfico 1.- Temporización de las imunizaciones, infección y sacrificio. 
 
 
   
2.1- Estudio parasitológico 
 Para el estudio parasitológico se recogieron muestras fecales de cada 
animal durante las semanas post-infección (spi) 5, 8, 10, 11, 12, 13, 15, 17, 20 
y 21 y se realizaron exámenes coprológicos aplicando la técnica de 
sedimentación. En la necropsia, se diseccionó cuidadosamente el hígado así 
como la vesícula biliar, abriendo los canalículos biliares para recoger todas las 
fasciolas, que se midieron después de ser fijadas por los métodos habituales. 
 
2.2.- Estudio biopatológico 
 La repercusión clínica de la infección se estudió durante la infección. 
Semanalmente, todos los animales fueron examinados para detectar signos 
clínicos de la enfermedad y se tomaron muestras de sangre para el estudio 
biopatológico. Se determinaron los niveles séricos de las enzimas hepáticas 
Gamma-Glutation Transferasa (GGT) así como Aspartato-amino transferasa 
(AST). La AST se determinó usando el kit comercial de BioSystems Reagents 
(cod. Ref. 11531). La concentración de la enzima se determinó acoplando la 
reacción malato deshidrogenasa (MDH), la cual une oxalacetato y NADH para 
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formar malato y NAD. Con este kit se determinó la velocidad de desaparición 
del NADH medido a 340 nm. 
 La GGT se determinó usando el correspondiente kit de BioSystems 
Reagents (cod. Ref. 11520). La GGT cataliza la transferencia del grupo γ-
glutamilo de la γ-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina, liberando 3-
carboxi-4-nitroanilina. La concentración catalítica se determinó a partir de la 
velocidad de formación de la 3-carboxi-4-nitroanilina medida a 410 nm. El 
espectrofotómetro usado fue del modelo Photometer BTS-310 de Biosystems 
(cod. Ref. 80154), el cual presenta algoritmos internos que desarrollan los 
cálculos necesarios para obtener una medición final de las variaciones en la 
absorbancia. Los datos finales se expresaron como UI/litro. 
 
2.3.- Estudio histopatológico 
2.3.1.- Estudio Anatomopatológico: 
2.3.1.1.- Estudio macroscópico 
 En la necropsia se extrajeron los hígados realizando una ligadura previa 
del colédoco a nivel de su desembocadura en el duodeno para evitar que las 
fasciolas salieran por dicho conducto. Se realizaron fotografías del hígado por la 
cara diafragmática y visceral para evaluar las lesiones macroscópicas. Tras la 
recogida de 4 muestras para estudio histopatológico se procedió a la apertura 
de conductos biliares para el estudio parasitológico. 
 Los ganglios linfáticos hepáticos fueron pesados y fotografiados. 
2.3.1.2..- Material 
 El material utilizado para el procesado de las muestras y tinciones 
histoquímicas se muestra en la siguiente tabla: 
• Procesador automático de tejidos (CitadelTM, Shandon®). 
• Consola montadora de bloques (Histocentre 2TM, Shandon®). 
• Estufa a 37ºC. 
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• Microtomo (RM 2125RT, Leica®). 
• Cubeta de baño histológico. 
• Formol tamponado 10% (Panreac Química, España). 
• Alcohol 60º,70º,80º,96º y 100º (Panreac Química, España). 
• Xilol puro (Panreac Química, España). 
• Parafina con punto de fusión a 58ºC (Panreac Química, España). 
• Hematoxilina de Harris (Panreac Química, España). 
• Eosina (Panreac Química, España). 




2.3.2.- Procesado de muestras 
 Tras la necropsia se recogieron muestras de hígado (lóbulo hepático 
izquierdo y derecho) así como ganglios linfáticos hepáticos (GLH). Parte de 
estas muestras fueron fijadas en formol tamponado al 10%, procesadas 
rutinariamente e incluidas en parafina. Las muestras se fijaron en formol 
tamponado al 10% durante 24/48 horas. Tras el tallado de las muestras, se 
introdujeron en un procesador automático de tejidos, donde fueron 
deshidratadas en gradientes crecientes de alcohol, pasaron a xilol y fueron 
incluidas finalmente en parafina líquida. Otra parte de las muestras fueron 
fijadas por congelación en 2-metil butano (Merk, Darmstadt, Alemania) enfriado 
en nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC hasta que se realizaron cortes 
seriados de 7 µm de grosor en un criostato a -25ºC, fijadas durante 10 minutos 
en acetona y almacenadas a -80ºC hasta su uso. 
 En las muestras fijadas en parafina, los cortes histológicos, de 4 µm de 
grosor, se realizaron mediante un microtomo. Seguidamente, se pasaron a un 




y se recogieron mediante un portaobjetos. Los cortes histológicos se dejaron 
secar en una estufa a 37ºC durante 24 h, hasta que estuvieron completamente 
adheridas al portajobjetos. 
 La tinción elegida para realizar el estudio histológico fue la Hematoxilina-
Eosina y se realizó siguiendo el protocolo habitual. También se realizaron las 
tinciones de PAS y Tricrómico de Masson para estudiar determinadas 
estructuras de las muestras. 
 El sellado de las muestras se realizó aplicando una gota de medio de 
montaje (Eukitt®, Panreac) sobre el cubreobjetos y dejando caer 
cuidadosamente la preparación. Finalmente, se eliminaron las burbujas de aire 
que pudieran quedar y se dejó secar 24 horas antes de examinarlas al 
microscopio. 
 
2.4.- Estudio inmunohistoquímico 
2.4.1.- Material 
 El material utilizado en la toma y procesado de muestras, realización de 
cortes histológicos y técnicas inmunohistoquímicas, se muestra a continuación: 
A.- Toma de muestras y realización de cortes histológicos 
• OCT (Miles, Elkart, IN, EEUU). 
• 2-metilbutano (Merk, Darmstadt, Alemania). 
• Nitrógeno líquido. 
• Procesador histológico (CitadelTM, Shandon®). 
• Dispensador de parafina (Histocentre 2TM, Shandon®). 
• Microtomo (RM 2125RT, Leica®). 
• Criostato (HM 500, Microm®). 
• Vectabond (Vector Laboratories, CA, USA). 
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• Acetona (Merk, Darmstadt, Alemania). 
B.- Buffers o soluciones tampón 
 B.1.- Tampón fosfato salino (PBS) 0.01M, pH 7,2 
• 1000 ml de agua bidestilada. 
• 1,48 gr de fosfato sódico dibásico anhidro. 
• 0,43 gr de fosfato potásico monobásico anhidro. 
• 7,20 gr de cloruro sódico. 
B.2.-Tampón Tris salino (TBS) pH 7,6 
-Solución Tris Madre pH 7,6. 
• 500 ml agua bidestilada. 
• 60,57 gr Trizma Base (Sigma). 
• Se añaden 300-400 ml de ácido clorhídrico 1N (458 ml agua + 42 
ml de ácido clorhídrico) hasta conseguir un pH final de 7,6. 
-Solución salina fisiológica 0,85% 
• 1000 ml de agua bidestilada. 
• 8,5 gr cloruro sódico. 
-Solución de trabajo 
• 100 ml Solución Tris Madre. 
• 900 ml Solución salina fisiológica.  
C.- Inhibición de la peroxidasa endógena y tratamiento enzimático 
-Solución inhibidora de la actividad peroxidasa endógena 
• 6 ml peróxido de hidrógeno. 




-Fenilhidracina (Sigma) al 0,1% en PBS (para congelación) 
-Tratamiento enzimático con pronasa al 0,1% 
• 0,2 gr de pronasa (Protease, Sigma®). 
• 200 ml tampón PBS ph 7,2. 
D.- Sueros no inmunes y reactivos específicos 
• Suero normal de cabra (SNCa) al 10%.  
• Anticuerpos primarios específico: 
Tabla 1.- Relación de anticuerpos primarios utilizados en el estudio 
Anticuerpo Especificidad Anticuerpo/ 
Clon 
Tto Dilución Fuente 
CD2 Pan T BAQ95A No 1:200 VMRD, Inc 
CD3 Pan T Policlonal Pronasa* 1:200 Dako 
CD4 CD4 GC50A1 No 1:50 VMRD, Inc 
CD8 CD8 CACT80C No 1:200 VMRD, Inc 
TCR-1 γδ CACTB6A No 1:200 VMRD, Inc 
IL-4 IL-4 bovina MCA1820 No 1:50 Serotec 
IFN-γ IFN-γ bovino MCA1783 No 1:50 Serotec 
B-B4 IgM BAQ155A No 1:800 VMRD, Inc 
IgG IgG caprina Policlonal Pronasa 1:200 Nordic 
Ig-lambda Igs Policlonal Pronasa 1:1000 Dako 
*Pronasa 0.1% 10 min.; VMRD Pullman Inc. (Pullman, USA); Dako, Glostrup, 
Dinamarca; Serotec, Oxford, UK. 
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• Anticuerpos secundarios conjugados: 
- Anti-IgG de ratón biotinado desarrollado en cabra (Dako, 
Glostrup, Dinamarca), diluido al 1:50. 
- Anti-IgM de ratón biotinado desarrollado en cabra (Dako, 
Glostrup, Dinamarca), diluido al 1:50. 
- Anti-IgG de conejo biotinado desarrollado en cabra (Vector, 
CA, USA), diluido a 1:200. 
• Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) (Vector, CA, USA) 
- Diluido al 1:50 en PBS (Esta solución se prepara 30 
minutos antes de su uso y se mantiene a temperatura 
ambiente y en oscuridad). 
E.- Solución de revelado 
• Solución A  
Tanto para los cortes de parafina como en los cortes por congelación 
de ganglios linfáticos hepáticos se utilizó Diaminobencidina (DAB): 
- 0,07 gr de 3’3-Diaminobencidina (DAB) (Sigma). 
- 200 ml de tampón PBS. 
- La solución resultante se agitó en oscuridad y se pasó por 
tres filtros antes de utilizarla. 
• Solución B 
- 4,5 ml de agua bidestilada.  
- 0,5 ml de peróxido de hidrógeno. 
• Solución de revelado 





En los cortes de hígado fijados por congelación se procedió a utilizar un 
cromógeno distinto a la DAB y comercializado como un kit (NovaRed® de 
Vector). El cromógeno debe prepararse previamente siguiendo las instrucciones 
del fabricante utilizando los reactivos del kit: 
- Añadir 3 gotas del reactivo 1 a 5 ml. de agua destilada. 
- Añadir posteriormente 2 gotas del reactivo 2 y mezclar bien. 
- Añadir posteriormente 2 gotas del reactivo 3 y mezclar bien. 
- Añadir posteriormente dos gotas de H2O2 y mezclar bien.  
 
2.4.2.- Desarrollo de las técnicas inmunohistoquímicas 
Muestras fijadas en formol e incluidas en parafina 
 Para realizar los anticuerpos anti-CD3 e IgG así como cadenas lambda de 
Igs, se utilizaron muestras fijadas en formol e incluidas en parafina. El 
procesado de los tejidos fue el mismo descrito en el estudio histológico, con 
ligeras modificaciones. Las muestras se fijaron en formol durante 24 h y se 
introdujeron inmediatamente en el procesador de tejidos, para evitar dañar los 
antígenos de los linfocitos.  Por otra parte, al recoger los cortes del baño 
histológico, se utilizaron portaobjetos tratados previamente con Vectabond® 
(Vector, CA, USA). 
El desarrollo de la técnica inmunohistoquímica se llevó a cabo de la  
siguiente manera:  
1. Desparafinado: 3 baños en xilol de 10 minutos cada uno. 
2. Inicio de la rehidratación: dos baños de 5 minutos cada uno en 
alcohol de 100º. 
3. Inhibición de la peroxidasa endógena: un baño en una solución de 
peróxido de hidrógeno al 3% en metanol durante 30 minutos. 
4. Finalización de la rehidratación: baños de 5 minutos cada uno en 
alcoholes (96º y 70º) y agua destilada. 
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5. Lavado en PBS durante 5 minutos. 
6. Desenmascaramiento antigénico: Para los anticuerpos anti-CD3, IgG 
e Ig-lambda y se realizó la digestión enzimática con pronasa al 0,1% en 
PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
7. Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno (para frenar la 
digestión enzimática). 
8. Bloqueo de las reacciones inespecíficas: Se incubó en cámara 
húmeda con suero normal de cabra al 10% en PBS (30 minutos a 
temperatura ambiente). 
9. Anticuerpo primario: Se eliminó el exceso de suero normal de cabra y 
se incubó en cámara húmeda con el anticuerpo primario diluido en PBS y 
suero normal de cabra al 10% (18 horas a 4ºC).  
10. Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
11. Anticuerpo secundario biotinado: Los cortes histológicos se 
incubaron en el anticuerpo secundario diluido en PBS y suero normal de 
cabra al 10% (30 minutos a temperatura ambiente). 
12. Lavados en PBS: dos lavados de 5 minutos cada uno. 
13. Complejo Avidina-Biotina-peroxidasa (ABC): Incubación con el 
complejo ABC diluido al 1:50 en PBS (1 hora y en oscuridad). 
14. Lavados en TBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
15. Revelado: La reacción fue revelada mediante un pase de 1 minuto en 
una solución fresca de diaminobencidina al 0,035% en TBS con peróxido 
de hidrógeno al 0,1% y sobre fondo blanco.  
En el caso de los cortes en los que se usó el kit comercial Novared®, se 
procedió a depositar 100 µl de la mezcla sobre el portaobjetos colocado 
sobre un fondo blanco y revelar durante 2 minutos. 




17. Contratinción: Para la contratinción se utilizó Hematoxilina durante 5 
segundos en los cortes de hígado mientras que en los cortes de ganglios 
linfáticos hepáticos se utilizó Methyl Green (Vector®) durante 5 minutos 
o Hematoxilina de Harris (Panreac®) durante 15 segundos. 
18. Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
19. Deshidratación: Mediante pases rápidos por gradientes alcohólicos. 
20. Montaje de las preparaciones. Aplicando una gota de Eukitt® al 
cubreobjetos y dejando caer suavemente el portaobjetos. 
  
Muestras fijadas por congelación 
Para el estudio de los anticuerpos anti-CD2, CD4, CD8, TCR-γδ, B-B4, IL-
4 e IFN-γ, se usaron muestras fijadas por congelación a –80ºC. Tras realizar la 
necropsia, se tomaron muestras de hígado y ganglios linfáticos hepáticos (GLH) 
y se sumergieron en un recipiente con 2-metilbutano. A continuación se 
enfriaron en nitrógeno líquido, fueron embebidas en OCT® (Miles, Elkart, IN, 
EEUU) y finalmente almacenadas a –80ºC. Los cortes tisulares de 7 µm de 
grosor se realizaron en criostato y se colocaron en portaobjetos tratados con 
Vectabond®, para evitar su posterior desprendimiento. Por último, se fijaron en 
acetona durante 10 minutos y se almacenaron a –80º C hasta su uso. 
La técnica empleada fue la de ABC, aunque con algunas modificaciones 
respecto al protocolo descrito anteriormente, tal y como se muestra a 
continuación. Tras la descongelación y secado de los cortes, se fijaron en 
acetona durante 10 minutos. A continuación, se realizó la inhibición de la 
peroxidasa endógena mediante la incubación durante 40 minutos en 
fenilhidracina (Sigma) al 0,1% en PBS. Seguidamente, se lavaron en PBS tres 
veces durante 10 minutos y se incubaron con suero normal de cabra, en primer 
lugar y posteriormente, con el anticuerpo primario. El montaje se realizó en 
medio acuso, empleando Immu-mount® (Shandon). 
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Técnica inmunohistoquímica empleada para muestras fijadas por 
congelación 
1.- Secado: Se sacan los cortes histológicos del congelador de –80ºC y 
se introducen en la estufa a 37ºC durante 1 hora. 
2.- Fijación: Se fijan los cortes en acetona durante 10 minutos. 
3.- Inhibición de la peroxidasa endógena: Incubación en 
fenilhidracina al 0,1% en PBS durante 40 minutos. 
4.- Lavados en PBS: tres lavados durante 10 minutos. 
5.- Bloqueo de las reacciones inespecíficas: Se incubó en cámara 
húmeda con suero normal de cabra al 10% en PBS (30 minutos a 
temperatura ambiente). 
6.- Anticuerpo primario: Se eliminó el exceso de suero normal de 
cabra y se incubó en cámara húmeda con el anticuerpo primario diluido 
en PBS y suero normal de cabra al 10% (18 horas a 4ºC).  
7.- Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
8.- Anticuerpo secundario biotinado: Los cortes histológicos se 
incubaron en el anticuerpo secundario diluido en PBS y suero normal de 
cabra al 5% (30 minutos a temperatura ambiente). 
9.- Lavados en PBS: dos lavados de 5 minutos cada uno. 
10.- Complejo Avidina-biotina-peroxidasa (ABC): Incubación con el 
complejo ABC diluido al 1:50 en PBS (1 hora y en oscuridad). 
11.- Lavados en TBS: tres lavados de 8 minutos cada uno. 
12.- Revelado: La reacción fue revelada mediante un pase de 1 minuto 
en una solución fresca de diaminobencidina al 0,035% en TBS con 
peróxido de hidrógeno al 0,1% y sobre fondo blanco. En el caso del kit 
Novared® las muestras fueron reveladas durante 2 minutos en la 




13.- Frenado del revelado: Lavado en agua corriente durante 10 
minutos. 
14.- Contratinción: Dicho paso se realizó con hematoxilina 5 segundos 
y con Methyl Green (Vector®) durante 5 minutos o Hematoxilina de Harris 
(Panreac®) durante 15 segundos. 
15.- Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
16.- Montaje de las preparaciones. Aplicando una gota del medio de 
montaje acuoso Immu-mount® (Shandon) en el cubreobjetos y dejando 
caer suavemente el portaobjetos. 
 
Tanto en los tejidos fijados en formol como en los congelados se utilizaron 
los siguientes controles: 
 Controles positivos: Se utilizaron cortes de ganglios linfáticos de las 
cabras infectadas en la experiencia. 
 Controles negativos: Se usaron cortes seriados en los que el 
anticuerpo primario fue sustituido por suero normal de cabra al 5 % en 
PBS. 
 
3.- Parámetros estudiados 
3.1.- Estudio histopatológico: 
3.1.2.- Hígado: 
En las preparaciones histológicas se evaluó la presencia de las siguientes 
estructuras:  
 Trayectos parasitarios, principalmente de tipo crónico. 
 Granulomas, originados bien por restos tisulares de antiguos túneles 
migratorios o por huevos de fasciola que habían alcanzado el 
parénquima hepático, rodeados por macrófagos y células gigantes 
multinucleadas.  
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 Fibrosis periportal.  
 Hiperplasia de conductos biliares. 
 Presencia de leucocitos globulares, localizados intraepitelialmente 
en los conductos biliares. 
 Infiltrado  de eosinófilos.  
 Infiltrado linfoplasmocitario. 
 Presencia de huevos de F. hepatica, localizados en conductos 
biliares, vasos sanguíneos y parénquima hepático. 
 
La valoración de estos parámetros fue evaluada de forma 
independiente por dos patólogos, y, en casos de discrepancia se aplicó la 
valoración media. Los resultados fueron expresados de la siguiente 
forma: -: ausencia de lesiones; +/-: lesiones discretas; +: lesiones 
moderadas; ++: lesiones severas; +++: lesiones muy severas. 
Posteriormente para elaborar una gráfica se asignaron valores a las 
estimaciones (-=0, -+=0,5 , +=1 , ++=2 , +++= 3), con el objetivo de 
hacer más fácilmente interpretables los resultados. 
3.1.3.- Ganglios linfáticos hepáticos: 
En las preparaciones de ganglios linfáticos, se estudiaron los siguientes 
elementos: 
 Hiperplasia de los folículos linfoides. 
 Hiperplasia de la paracorteza. 
 Hiperplasia de los cordones medulares. 
Para valorar los parámetros anteriores se procedió de igual forma que en 






3.2. Estudio morfométrico  
3.2.1.- Estudio morfométrico del hígado 
El estudio macroscópico del hígado consistió en discriminar las áreas 
lesionadas (perihepatitis fibrosa y trayectos parasitarios) de la superficie 
hepática tanto en su cara diafragmática como visceral, con el objetivo de 
calcular la superficie hepática lesionada (Figuras 1 y 2). 
En parénquima hepático se realizó un estudio morfométrico para 
cuantificar: 1) la superficie que no se corresponde con el parénquima hepático 
propiamente dicho, incluyendo la fibrosis e infiltrado inflamatorio (Figura 4). En 
el grupo control negativo se midió la superficie de espacios porta. 2) La 
superficie ocupada por conductos biliares, incluyendo su luz y pared (Figura 3). 
Se usaron fotografías tomadas con el objetivo de 2,5x (25 aumentos totales) en 
cortes histológicos teñidos con Hematoxilina-Eosina. Se realizaron 2 fotografías  
tomadas al azar de cada uno de los 4 bloques de hígado por animal (8 
mediciones/animal). Los valores fueron expresados en mm2. Cada fotografía 
presenta un área total de 8.5 mm2, por tanto, en total se estudió un área de 68 
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Figuras 1-6.- Ejemplo de las mediciones realizadas en el estudio morfométrico, tanto en el 










3.2.2.- Estudio morfométrico de ganglios linfáticos hepáticos 
En los cortes histológicos de los GLH se realizó un estudio morfométrico 
pare medir el área de folículos linfoides y áreas interfoliculares. Para ello se 
realizaron 2 fotografías usando el objetivo de 2,5x de cada uno de los tres 
cortes de ganglio de cada animal, haciendo un total de 6 fotografías por animal. 
Los campos fueron seleccionados de forma aleatoria en las áreas corticales. Se 
usó el programa EclipseNet versión 1.16.5 para el análisis morfométrico.   
Sobre dicha captura se hizo una medición inicial del área total 
fotografiada. Esta área total varió ligeramente entre cada foto por error de 
medición, siendo la media del área capturada de 8,5 mm². A dicha área total se 
le restó el área de médula así como de estroma (Figura 5) en las fotografías en 
las que aparecía parte de médula. También se le restó la zona de cápsula y 
espacio externo al corte, siendo el resultante el área de corteza. Se perfilaron 
los contornos de los folículos linfoides (Figura 6) tanto primarios como 
secundarios evidentes y se sumó el área total ocupada por los mismos, 
calculándose más tarde el porcentaje de área folicular respecto a corteza y de 
área interfolicular respecto al área cortical. Para cada animal se obtuvo la 
media de estos porcentajes y más tarde se calculó la media y desviación 
estándar por grupo.  
 
4.- Estudio inmunohistoquímico. 
Para realizar el recuento de las pruebas inmunohistoquímicas se eligieron 
5 campos por cada anticuerpo, dos preparaciones por animal (en total se 
contaron 10 campos). Se utilizó un fotomicroscopio Zeiss modelo Axiophot 
equipado con cámara digital Nikon y programa informático EclipseNet versión 
1.16.5 (Nikon, Japón), realizando las fotografías a 400 aumentos, el área tenía 
una superficie de 0,2 mm2. 
Para cada uno de los distintos anticuerpos (CD2, CD3, CD4, CD8, TCR-1, 
B-B4, IL-4, IFN-γ, IgG e Ig lambda) se realizó un estudio cuantitativo y se 
observó su distribución en el parénquima hepático. Los campos fueron elegidos 
aleatoriamente incluyendo siempre espacios porta, ya que fuera de éstos el 
infiltrado inflamatorio era muy escaso.   
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En los ganglios linfáticos hepáticos se realizó un contaje de las células 
teñidas con cada anticuerpo y sin teñir para calcular el porcentaje de células 
inmunorreactivas en determinadas áreas de los GLH.  Los campos fueron 
elegidos de forma aleatoria entre los folículos, áreas interfoliculares y áreas 
medulares. 
Los contajes de las células positivas para los distintos anticuerpos se 
realizaron de forma semi-automática utilizando el Software biomédico Image-
Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Para contar las células 
positivas a los anticuerpos utilizados se utilizó el Software biomédico Image-Pro 
Plus 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Fue necesario crear macros 
específicas en el programa para discriminar el ruido de fondo así como los 
diferentes artefactos, tamaño de elementos y calibrar los filtros RGB en el 
histograma para que el programa contara las células marcadas con la 
intensidad adecuada. Los resultados fueron expresados en número de células 
inmunorreactivas por campo de 0,2 mm2, y se calculó la media y desviación 
estándar por grupos. 
 
5.- Estudio estadístico 
5.1.- Índices estadísticos descriptivos 
El análisis estadístico comprendió la determinación de los parámetros 
descriptivos habituales de los distintos anticuerpos. La distribución de valores 
de cada animal se obtuvo a partir de la media de 20 campos de 0,2 mm2 por 
cada muestra. 
 
5.2.- Comparación entre grupos 
Para el estudio estadístico analítico se calcularon los parámetros 
descriptivos habituales (media y desviación estándar de cada grupo). Para 
comprobar si las distribuciones de los datos eran o no paramétricas se 
realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Will. Para la 
comparación de datos entre grupos se utilizó la prueba T de Student en 




no paramétricas. Las comparaciones múltiples se realizaron mediante el test de 
Anova. En ambos casos se consideró significativo un nivel de P<0,05. En los 
estudios de correlación se realizó un test de correlación Spearman para 
distribuciones no paramétricas. Para la realización de la estadística analítica se 
utilizó como soporte el programa informático Graphpad Instat 3.0 (Graphpad 
Software Inc, San Diego, Ca). 
 
6.- Material óptico, fotográfico e informático. 
El estudio del material histopatológico, así como el recuento de las 
distinta poblaciones linfocitarias, se llevó a cabo en un microscopio Olympus® 
equipado con tres cabezales de observación (modelo BX40F4). 
Las fotografías microscópicas se realizaron en un microscopio Nikon (Mod. 
Eclipse E-600), equipado con objetivos de 2x, 4x, 10x, 20x, 40x, 60x y una 
cámara digital (Nikon Digital Camera DXM-1200). 
Para la elaboración y redacción del trabajo se han utilizado los 
programas informáticos Microsoft Word, Excel, Access y Power Point 
correspondientes al paquete Windows Office 2003 Professional.  
Las imágenes fueron tomadas mediante el programa EclipseNet versión 
1.16.5 (Nikon ACT-1, v.2.11) que incorporaba la cámara digital y tratadas con 
































1.1.- Estudio parasitológico 
 El estudio de la dinámica de eliminación de huevos en heces si inició a 
partir de la 5ª semana post-infección (spi), extendiéndose hasta el final de la 
experiencia, como puede observarse a continuación en la gráfica 1.1.1. Los 
análisis coprológicos indicaron que la presencia de huevos en heces de los 
animales de los grupos infectados (grupos 2, 3 y 4) se detectó a partir de la 
10ª spi. A continuación se produjo un aumento progresivo en el número de 
huevos hasta la 17ª/20ª spi, a partir de la cual se mantuvieron en el tiempo, a 
excepción del grupo 4, cuyo número disminuyó bruscamente en la última 
semana de la experiencia. El análisis estadístico no reveló diferencias 
significativas entre los grupos infectados. El grupo control no infectado (grupo 1) 
así como un animal del grupo 4 presentaron valores negativos durante toda la 
experiencia. 
 
Gráfica 1.1.1.- Evolución de la eliminación de huevos de F. hepatica durante la experiencia, 













Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Grupo 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Grupo 2 0 0 10 10 75 75 550 650 800 800
Grupo 3 0 0 8 10 45 30 700 450 600 650
Grupo 4 0 0 8 8 87 75 300 650 750 300
5 8 10 11 12 13 15 17 20 21
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1.1.2.- Implantación de la dosis infectante 
 Con el objeto de estudiar la efectividad de los inmunógenos utilizados  
como posibles vacunas,  se evaluaron una serie de variables como el número 
de parásitos recuperados, el porcentaje de implantación así como el tamaño de 
los mismos con el objetivo de realizar un estudio de la viabilidad de los 
parásitos que afectaban a los animales de los diferentes grupos. En la siguiente 
tabla (Tabla 1.1) se pueden apreciar de forma individualizada el número de 
fasciolas implantadas en hígado y que se recuperaron en cada uno de los 
animales de los diferentes grupos. 
 
Tabla 1.1.- Número de fasciolas recuperadas en cada uno de los individuos de los diferentes 
grupos utilizados en la experiencia. 
 
Animal Grupo Fasciolas 
implantadas 
12 Control (Grupo 2) 18 
15 Control (Grupo 2) 76 
16 Control (Grupo 2) 56 
17 Control (Grupo 2) 10 
X2 Control (Grupo 2) 106 
   
2 GST (Grupo 3) 52 
4 GST (Grupo 3) 58 
5 GST (Grupo 3) 81 
6 GST (Grupo 3) 23 
14 GST (Grupo 3) 38 
19 GST (Grupo 3) 38 
   
1 pSm14 (Grupo 4) 0 
8 pSm14 (Grupo 4) 23 
9 pSm14 (Grupo 4) 5 
10 pSm14 (Grupo 4) 42 
13 pSm14 (Grupo 4) 50 






El número de parásitos obtenidos en los grupos 2, 3 y 4 fue de 
266, 290 y 173 respectivamente. El número medio por cada animal fue 
de 53,2±40,06 en el grupo 2, 48,3±20,14 en el grupo 3 y 28,8±22,97 
en el grupo 4. Sin embargo, en el grupo 4 se observó un animal con 
ausencia de fasciolas mientras que en otro animal tan sólo se detectaron 
5 parásitos. A pesar de este dato, no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos (grupos 2-3 P=0,79; grupos 2-4 P=0,23 ), 
debido a la gran variedad entre individuos, que se puso de manifiesto 
por la elevada desviación estándar encontrada. 
En cuanto al porcentaje de implantación, éste fue del 26,6% en el 
grupo 2, 24,15% en el grupo 3 y 17,3% en el grupo 4, en el que se 
encontraron un 46% menos de parásitos que en el grupo control no 
vacunado. 
La longitud media de los parásitos recuperados, expresada en 
milímetros, fue de 26,7±3,6, 18,8±4,0 y 23,5±5,0, para los grupos 2, 3 
y 4 respectivamente. El análisis estadístico aplicando un test T de 
Student para estudios no pareados reveló diferencias significativas entre 
el grupo control y el grupo inmunizado con GST (P=0,0011), así como 
entre el grupo inmunizado con GST y el grupo inmunizado con el pSm14 
(P=0,0268). La distribución de los tamaños de las fasciolas recogidas se 
muestra en la gráfica siguiente (gráfica 1.1.2): 
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Como puede observarse en esta gráfica, en el intervalo de tamaño 
comprendido entre 16 y 20 mm. el grupo 3 presenta diferencias significativas 
frente a los grupos 2 y 4, mientras que en el intervalo 21-25 mm. no se 
observaron diferencias significativas entre grupos. En el intervalo 26-30 mm. 
los grupos 2 y 4 presentaron valores significativos frente al grupo 3. El tamaño 
de la mayoría de los parásitos estuvo comprendido entre el intervalo que va 
desde los 16 a los 30 mm. 
 
1.2.- Estudio biopatológico 
 Como se comentó en el apartado de Revisión Bibliográfica, el efecto  
causado por Fasciola hepatica en el hígado de las especies susceptibles (en este 
caso pequeños rumiantes) se pone de manifiesto por un aumento de ciertas 
enzimas que nos informan acerca del daño que sufre el hígado como 
consecuencia del proceso parasitario, entre las que están la Aspartato amino 
transferasa (AST) y Gamma-glutamil-transferasa (GGT) y, por tanto, de la 
valoración de sus fluctuaciones podemos obtener información acerca del nivel 
de daño hepático producido. 
 
1.2.1.- Niveles de Aspartato Amino Transferasa (AST) 
 
Gráfica 1.2.1.- Evolución, en los 4 grupos de animales, de los niveles de AST hepática 
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La evolución de los valores de AST se expresa en la gráfica anterior. 
Mediante el análisis estadístico no se observaron variaciones significativas de 
los valores de AST en el grupo 1 durante todo el transcurso de la experiencia. 
Durante el periodo de infección no se detectaron diferencias significativas entre 
los grupos infectados. Sin embargo, los valores de los grupos 2, 3 y 4 
mostraron un aumento significativo (p<0.001) del nivel de AST respecto a los 
valores del grupo 1 a partir de la 4ª spi hasta la 15ª spi, no detectándose 
diferencias significativas entre los grupos 2, 3 y 4 durante el desarrollo de la 
experiencia. Los valores enzimáticos de AST del animal del grupo 4 en el cual 
no se detectaron fasciolas en la necropsia, no mostraron diferencias 
significativas respecto a los valores de los animales del grupo control negativo.  
1.2.2.- Niveles de Gamma Glutamil Transferasa (GGT) 
 Los valores de GGT se muestran en la gráfica 1.2.2. El grupo 1 no 
mostró elevación significativa de los niveles de GGT durante toda la experiencia. 
El análisis estadístico reveló un incremento significativo (p<0.001) del valor de 
GGT de los grupos 2, 3 y 4 respecto del grupo 1 a partir de la 8ª semana post-
infección hasta la 15ª spi. No se detectaron diferencias significativas entre los 
grupos 2, 3 y 4 durante el desarrollo de la experiencia. Así mismo en el animal 
del grupo 4 en el cual no se detectaron fasciolas tras la necropsia, no se 
observaron variaciones significativas respecto a los niveles del grupo control 
negativo (grupo 1) de los valores GGT durante el transcurso de la infección. Al 
comparar los valores enzimáticos de dicho animal frente a los de los animales 
de su mismo grupo, se detectaron diferencias muy significativas (p<0.0001) 






Gráfica 1.2.2.- Evolución, en los cuatro grupos de animales, de los niveles de GGT hepática 
durante la experiencia. 
 
1.3.- Estudio Anatomopatológico 
 Con el fin de realizar un estudio anatomopatológico pormenorizado de 
los órganos afectados (en este caso el hígado y los ganglios linfáticos hepáticos) 
se procedió a describir las lesiones macroscópicamente en todos los grupos 
para posteriormente describir a nivel microscópico las alteraciones observadas 
en hígado y Ganglios linfáticos hepáticos.  
1.3.1.- Hígado 
La valoración microscópica de las lesiones hepáticas en los tres grupos 
infectados se muestra en el apartado anterior, en la tabla 1.2 y en la gráfica 
1.3. 
 a) Grupo 1 (control no infectado) 
 Los  hígados del grupo control presentaron características macroscópicas 
y microscópicas típicas de un hígado caprino normal. Los espacios porta 
mostraron sus estructuras típicas (conducto biliar, vena y arteria portal) con 
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b) Grupo 2 (control infectado) 
Macroscópicamente dos animales mostraron lesiones hepáticas discretas, 
dos moderadas y otros dos mostraron lesiones severas con perihepatitis fibrosa 
severa, particularmente en lóbulo izquierdo, aunque en algunos de ellos 
también en el lóbulo derecho presentaron variable cantidad de trayectos 
tortuosos blanquecinos sobre la superficie hepática (ver Figura 7 del apartado 
Iconografía). 
 Microscópicamente se observó una severa perihepatitis fibrosa con 
proliferación de tejido conectivo fibroso y presencia eventual de infiltrado 
inflamatorio de distribución focal constituido principalmente por macrófagos 
cargados hemosiderina, linfocitos y células plasmáticas en cápsula hepática 
(Figs. 11 y 12). La arquitectura del hígado se encontraba severamente afectada 
debido al abundante infiltrado linfoplasmocitario, con frecuencia formando 
folículos linfoides (Fig. 14), numerosos trayectos crónicos constituidos por 
macrófagos cargados de hemosiderina (Fig. 13), severa fibrosis portal, y con 
frecuencia, numerosos granulomas formados por un centro necrótico acidófilo, 
el cual a veces mostraba calcificación, rodeado por macrófagos y eventuales 
células gigantes multinucleadas (Figs. 15 y 16). También se observaron 
ocasionales lagunas hemáticas. En algunos espacios porta existía moderado a 
abundante infiltrado de eosinófilos. El infiltrado de leucocitos globulares se 
observó entre las células epiteliales de conductos biliares, particularmente en 
los de mayor tamaño siendo muy variable de unos animales a otros. 
c) Grupo 3 (grupo inmunizado con GST) 
 Macroscópicamente tres animales mostraron lesiones hepáticas discretas 
a moderadas, y otros tres presentaron lesiones hepáticas severas, consistentes 
en perihepatitis fibrosa con numerosos trayectos tortuosos de color blanquecino 
en el lóbulo izquierdo, siendo escasos a moderados en el lóbulo derecho. Los 
conductos biliares y vesícula biliar estaban dilatados y de color blanquecino 
externamente (ver Figura 8 en Iconografía). 
 Microscópicamente, la cápsula de Glisson aparecía engrosada por una 
proliferación de tejido conectivo que se acompañaba de un infiltrado 
inflamatorio compuesto por macrófagos, linfocitos y células plasmáticas en las 
zonas de penetración del parásito (Figs. 17 y 18). La estructura hepática se 
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encontraba severamente modificada debido a la presencia de un elevado 
número de trayectos crónicos (Figs. 19 y 20). En determinadas zonas el 
parénquima hepático era sustituido por un infiltrado difuso de eosinófilos (Fig. 
22), el cual solía estar asociado a zonas de trayectos crónicos o granulomas. 
Los granulomas eran numerosos y estaban eventualmente calcificados. Se 
observaron igualmente ocasionales folículos linfoides y un infiltrado 
linfoplasmocitario difuso particularmente en espacios porta. Las lagunas 
hemáticas eran esporádicas (Fig. 21). 
 Los espacios porta aparecían con una severa fibrosis periportal y una 
muy severa hiperplasia de conductos biliares, entre los cuales se solían 
observar leucocitos globulares. En el interior de estos espacios porta se 
encontraron ocasionales huevos de Fasciola hepatica. Los conductos biliares 
mostraban una marcada hiperplasia, particularmente los conductos biliares 
mayores y colédoco, en los que también se observó descamación epitelial, 
severo infiltrado de leucocitos globulares intraepiteliales, así como de 
eosinófilos, linfocitos y células plasmáticas en mucosa y submucosa. 
d) Grupo 4 (inmunizado con p-Sm14) 
 De los animales inmunizados con el péptido sintético derivado de 
Schistosoma mansoni, macroscópicamente uno presentó un hígado 
prácticamente normal, dos presentaron escasas lesiones hepáticas. En otros 
dos animales se observaron lesiones discretas y en el sexto lesiones más 
severas y similares a las descritas en los grupos anteriores (ver Fig. 9 en 
Iconografía). 
 Microscópicamente la estructura hepática se mantenía prácticamente en 
su totalidad (Fig. 23), siendo eventuales los trayectos crónicos y folículos 
linfoides (Fig. 27), que se solían disponer en zonas periportales y junto a dichos 
trayectos (Fig. 25). Ocasionalmente se observó un infiltrado difuso de 
eosinófilos que rodea las zonas más lesionadas (Fig. 26). La presencia de 
granulomas era eventual, siendo rara la calcificación de los mismos (Fig. 28). 
Se observaron ocasionales lagunas hemáticas formadas por espacios cargados 
de plasma y eritrocitos. Los espacios porta mostraron una fibrosis portal 
moderada y una ligera hiperplasia colangiolar. En estos espacios se observó 




Tabla 1.2.- Valoración de las lesiones hepáticas en los tres grupos infectados. 
Grupos 
Cabras 
PH  TC  Gran  Fibrosis  ILP  LG  Eosinófilos  
Grupo 2        
12 +  +  +  +  +  -  + 
15 +  ++  +++  ++  ++  +++  +  
16 +++ +++  +++  +  +++  -  +  
17 ++  ++  -  +++  ++  + ++  
X2 ++  +++  ++  +++  ++  -  ++  
Grupo 3        
2  +  + -  ++  +  +  +  
4 +++  ++  +++  ++  ++  +  +++  
5 ++  +++  ++  ++  ++  +  +  
6 +  +  -  ++  +  +++  ++  
14 +++  ++  +++  ++  ++  +  +++  
19 + + + +  + +  ++  
Grupo 4        
1 - -/+ - - -/+ - - 
8 + ++ + + + ++ + 
9 -/+ + - + + + + 
10 + + ++ + + - ++ 
13 + + + ++ + +++ + 
X1 +++ ++ - ++ ++ - +++ 
PH: perihepatitis; TC: trayectos crónicos; Gran: granulomas; ILP: infiltrado 
linfoplasmocitario; LG: leucocitos globulares. 
-: ausencia (0); -+: discreto (0,5); +: moderado (1); ++: severo (2); +++: muy severo (3). 
 
Asignando un valor numérico a las valoraciones anteriores se pudo crear 
una gráfica resumida donde podemos observar en su conjunto el análisis de las 
lesiones en los tres grupos infectados. Como puede observarse, el grupo control 
positivo y el grupo inmunizado con GST presentan unas lesiones muy similares 
mientras que el grupo inmunizado con el péptido Sm14 siempre presentó 
lesiones menos severas que los grupos anteriores, salvo en la presencia de 
leucocitos globulares donde sí se aprecia un ligero incremento respecto al grupo 




Gráfica 1.3.- Valoración de las lesiones hepáticas en los tres grupos infectados. 
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Figura 7.- Aspecto macroscópico de los hígados correspondientes al grupo 2 (grupo 
control infectado). El primer hígado muestra lesiones discretas, el segundo moderadas y el 













Figura 8.- Aspecto macroscópico de los hígados correspondientes al grupo 3 (grupo 
inmunizado con GST). En el primer hígado podemos observar lesiones discretas, 
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Figura 9.- Aspecto macroscópico de los hígados correspondientes al grupo 4 (grupo 
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Figuras 11-16 (Grupo 2). Lesiones observadas en el grupo control positivo de infección 
donde se aprecia perihepatitis fibrosa, trayectos crónicos, infiltrado linfoplasmocitario, así 
















Figuras 17-22 (Grupo 3 –GST-). Lesiones observadas en el grupo inmunizado con GST 
donde se aprecian lesiones similares a las del grupo control positivo. Las lesiones en algunos 
casos fueron más severas, apreciándose mayor número de granulomas parasitarios así como 
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Figuras 23-28 (Grupo 4 –pSm14-). Lesiones observadas en el grupo inmunizado con el 
péptido p-Sm14 donde se podemos observar cómo las lesiones son menos severas que en 
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1.3.2.- Ganglios linfáticos hepáticos 
 El peso de los GLH fue 1,82±0,71, 9,2±1,79, 18,33±5,82 y 
10,83±3,43 en los grupos 1, 2, 3 y 4, respectivamente (Gráfica 1.4). El peso 
individualizado de los animales de cada uno de los grupos infectados se 
muestra en la Tabla 1.3. El estudio estadístico demostró diferencias 
significativas (P<0,05) entre los tres grupos infectados respecto al grupo 
control negativo (grupo 1), mientras que no mostró diferencias significativas 
entre los grupos infectados (grupos 2-3 P=0,15; grupos 2-4 P=0,60; grupos 3-
4 P=0,23). Un estudio de correlación entre el número de fasciolas recuperadas 
y el peso de los GLH no demostró correlación significativa en ninguno de los 
grupos analizados: grupo 2 (r=0,20; P=0,78),  grupo 3 (r=0,60; P=0,24), 
grupo 4 (r=0,73; P=0,10).    
Tabla 1.3.- Peso en gramos de Ganglios linfáticos hepáticos en los animales de los 
diferentes grupos utilizados en la experiencia. 
Animal Grupo Peso ganglio 
(grs.) 
1 Control Neg. (Grupo 1) 2 
2 Control Neg. (Grupo 1) 1,6 
3 Control Neg. (Grupo 1) 1,8 
   
12 Control (Grupo 2) 8 
15 Control (Grupo 2) 7 
16 Control (Grupo 2) 11 
17 Control (Grupo 2) 9 
X2 Control (Grupo 2) 11 
   
2 GST (Grupo 3) 10 
4 GST (Grupo 3) 36 
5 GST (Grupo 3) 20 
6 GST (Grupo 3) 3 
14 GST (Grupo 3) 31 
19 GST (Grupo 3) 10 
   
1 pSm14 (Grupo 4) 4 
8 pSm14 (Grupo 4) 7 
9 pSm14 (Grupo 4) 6 
10 pSm14 (Grupo 4) 13 
13 pSm14 (Grupo 4) 13 














 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 1,82 9,2 18,33 10,83 
D. Estándar 0,20 1,79 5,82 3,43 
 
Macroscópicamente los GLH mostraban color grisáceo, la superficie de 
corte mostró hiperplasia de la corteza y médula. En algunos animales del grupo 
3 se observó la presencia de hiperemia en médula (Fig.10-grupo 3). También 
se apreció un aumento en el tamaño de los GLH correspondientes a los tres 
grupos infectados respecto al grupo control no infectado, como se pone de 
manifiesto la Figura 10 de la Iconografía. 
Microscópicamente, en el grupo 1 los GLH mostraron mayoría de folículos 
linfoides primarios, sólo algunos mostraban el centro germinal activo, siendo 
también escaso el tejido linfoide interfolicular y los cordones medulares, lo que 
indicaba signos de una escasa respuesta inmune. 
 Las lesiones en los GLH de los 3 grupos infectados fueron 
similares (Figuras 33, 34 y 35). En los tres grupos infectados los GLH 
mostraron una severa  hiperplasia de folículos linfoides, los cuales presentaban 
unos centros germinales muy activos. El tejido interfolicular también estaba 
aumentado respecto a los del grupo 1, aunque en menor proporción que los 
folículos linfoides, como se demostró en el estudio morfométrico realizado. Los 
cordones medulares de los NHL de los grupos infectados mostraban aumento 
marcado del grosor debido a acúmulo de numerosas células plasmáticas y, en 
menor medida, linfocitos. En senos linfáticos medulares de algunos animales 
infectados existía variable cantidad de macrófagos cargados de hemosiderina, y 
en ocasiones infiltrado de eosinófilos. 














Figura 10.- Aspecto macroscópico de los Ganglios linfáticos hepáticos correspondientes a los 
grupos 1, 2, 3 y 4 respectivamente (grupo control no infectado, infectado no inmunizado, 
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Figura 33 (Grupo 2). En este grupo las lesiones histopatológicas consistieron en una 
severa hiperplasia de los folículos linfoides (A), muchos de ellos con presencia de centros 
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Figura 34 (Grupo 3). Las lesiones en el grupo 3 consistieron, en una severa hiperplasia de 




















Figura 35 (Grupo 4). Las lesiones en el grupo 4 consistieron, al igual, que en el resto de 
los grupos infectados, en una severa hiperplasia de folículos linfoides, algunos de los cuales 
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1.4. Estudio morfométrico 
1.4.1.- Estudio macroscópico 
 Los resultados individuales del estudio morfométrico macroscópico del 
hígado se muestran en la Tabla 3.4.1 mientras que el resumen de los 
resultados se muestra en la Gráfica 3.4.1. El porcentaje de la superficie 
hepática dañada fue de 27,54±18,94, 47,32±33,1 y 14,37±16,03 en los 
grupos 2, 3 y 4, respectivamente. El estudio estadístico no demostró 
diferencias significativas entre los tres grupos infectados. A pesar de ello, el 
grupo control positivo presentó un porcentaje de perihepatitis fibrosa de 
27,54%, inferior al porcentaje presentado por el grupo inmunizado con GST de 
F. hepatica (47,32%). El grupo inmunizado con el péptido Sm14 presentó un 
porcentaje de fibrosis mucho menor que los otros dos grupos (14,37%). Un 
estudio de correlación entre el número de fasciolas recuperadas y las lesiones 
hepáticas macroscópicas no demostró correlación significativa en ninguno de 
los grupos analizados: grupo 2 (r=0,1; P=0,95), grupo 3 (r= 0,2; P=0,56), 
grupo 4 (r=0,69; P=0,13). 
 
Tabla 1.4.1.-(A) Tabla donde se muestran los datos individuales correspondientes al 
estudio morfométrico en el grupo control infectado, expresado como porcentaje de 
perihepatitis fibrosa en las caras lateral y medial del hígado, así como su promedio respecto 
a la superficie sana. 
Grupo 
Control (Grupo 2) % Daño Lat. % Daño Med.  Promedio 
12 12,23 10,93 11,58 
15 10,93 10,30 10,62 
16 44,76 60,70 52,76 
17 15,72 25,64 20,68 








Tabla 1.4.1.-(B) Tabla donde se muestran los datos individuales correspondientes al 
estudio morfométrico en el grupo inmunizado con Glutatión-S Transferasa, expresado como 
porcentaje de perihepatitis fibrosa en las caras lateral y medial del hígado, así como su 
promedio respecto a la superficie sana. 
Grupo 
GST (Grupo 3) % Daño Lat. % Daño Med.  Promedio 
2 17,49 20,19 18,84 
4 92,72 95,70 94,21 
5 29,37 58,07 43,72 
6 21,61 7,26 14,44 
14 86,71 82,71 84,71 





Tabla 1.4.1.-(C) Tabla donde se muestran los datos individuales correspondientes al 
estudiomorfométrico en el grupo inmunizado con el péptido Sm14, expresado como 
porcentaje de perihepatitis fibrosa en las caras lateral y medial del hígado, así como su 
promedio respecto a la superficie sana. 
Grupo 
pSm14 (Grupo 4) % Daño Lat. % Daño Med.  Promedio 
1 0 0 0 
8 5,69 2,30 3,99 
9 3,31 3,65 3,48 
10 47,34 26,82 37,08 
13 8,33 10,49 9,41 








Gráfica 1.4.1. Gráfica resumen de los resultados del estudio morfométrico de la superficie 
hepática expresado como porcentaje medio de perihepatitis fibrosa respecto a la superficie 
sana. 
 Control GST Péptido 
Media 27,54 47,32 14,37 
D. Estándar 18,94 33,1 16,03 
 
1.4.2.- Parénquima hepático 
 Los resultados correspondientes al estudio morfométrico de los cortes 
histológicos donde se evalúo la superficie hepática ocupada por espacios porta 
y área lesionada (fibrosis,  infiltrado inflamatorio, trayectos crónicos y 
granulomas) se muestran de forma individualizada en la tabla 1.4.2 y resumida 
en la gráfica 1.4.2, así como en las figuras 3 y 4 del apartado Iconografía. El 
estudio estadístico demostró diferencias significativas de los tres grupos 
infectados con el control no infectado (P<0,001), pero no hubo diferencias 
significativas entre los tres grupos infectados, aunque la superficie afectada en 
el grupo 4 (p-Sm14) fue ligeramente menor a la de los grupos 2 y 3. El estudio 
de correlación aplicado entre el número de fasciolas recuperadas y las lesiones 
observadas en parénquima hepático no demostró correlación en ninguno de los 
grupos infectados (Grupo 2: r=-0,22 P=0,78; Grupo 3: r=0,13 P=0,80; Grupo 

















Tabla 1.4.2. Superficie de espacios porta, fibrosis e infiltrado inflamatorio. Resultados 
individuales correspondientes a los animales de los grupos utilizados durante la experiencia, 
expresados en mm2 / 8,5 mm2. 




Grupo 3  
(GST) 
Grupo 4  
(pSm14) 
1 0,423 12 1,715 2 1,105 1 0,550 
2 0,406 15 3,255 4 3,800 8 1,642 
3 0,425 16 2,854 5 3,277 9 0,827 
  17 3,869 6 2,126 10 3,376 
  X2 3,562 14 5,047 13 2,748 
    19 3,684 X1 4,893 
 
Gráfica 1.4.2. Superficie de espacios porta, fibrosis e infiltrado inflamatorio. Resumen los 
resultados en los grupos analizados, expresados en mm2 / 8,5 mm2. 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 0,41 3,05 3,17 2,34 
D. Estándar 0,01 0,84 1,38 1,65 
 
La superficie de conductos biliares se muestra de forma individualizada 
en la tabla 1.4.3 y de forma resumida en la gráfica 1.4.3. El estudio estadístico 
demostró un aumento significativo del área de conductos biliares en los tres 
grupos infectados respecto al grupo control negativo (P<0,01). El grupo 2 
(control no vacunado) presentó una hiperplasia de conductos biliares 
significativamente más elevada que los grupos vacunados (P<0,01) (3 y 4). 
Entre éstos últimos no hubo diferencias significativas. 
 












Tabla 1.4.3. Superficie de conductos biliares. Resultados individuales correspondientes a los 
animales de los grupos utilizados en la experiencia, expresados en mm2 / 8,5 mm2. 
Grupo 1 
 (Ctrl. Neg.) 
Grupo 2 
(Ctrl. Pos.) 
Grupo 3  
(GST) 
Grupo 4  
(pSm14) 
1 0,034 12 0,146 2 0,093 1 0,047 
2 0,056 15 0,421 4 0,166 8 0,247 
3 0,044 16 0,276 5 0,310 9 0,113 
  17 0,290 6 0,126 10 0,215 
  X2 0,841 14 0,209 13 0,208 
    19 0,255 X1 0,275 
 
Gráfica 1.4.3. Superficie de conductos biliares. Resultados expresados en mm2 / 8,5 mm2. 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 0,044 0,4 0,19 0,18 
D. Estándar 0,011 0,26 0,08 0,08 
 
1.3.3. Ganglios linfáticos hepáticos 
 La superficie ocupada por folículos linfoides, expresada en porcentaje de 
corteza, se detalla de forma individual en la tabla 1.4.4 y de forma resumida en 
la gráfica 1.4.4 y en las figuras 5 y 6 de la Iconografía. El estudio estadístico 
demostró que el área ocupada por los folículos linfoides en el grupo 1 (control 
no infectado) fue significativamente menor que en los tres grupos infectados 
(P<0,05). Entre los grupos infectados no se obtuvieron diferencias significativas 










Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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corteza ocupada por los folículos y la carga parasitaria (Grupo 2: r=0,15 
P=0,78; Grupo 3: r=0,17 P=0,71; Grupo 4: r=0,44 P=0,41). 
 
Tabla 1.4.4. Porcentaje de la corteza ocupada por los folículos linfoides. Resultados 





Grupo 3  
(GST) 
Grupo 4  
(pSm14) 
1 19,7 12 36,76 2 39,43 1 33,18 
2 18,7 15 33,73 4 42,25 8 37,44 
3 20,6 16 26,40 5 35,05 9 36,56 
  17 33,18 6 39,87 10 38,82 
  X2 33,37 14 33,51 13 36,29 
    19 28,81 X1 44,19 
 
Gráfica 1.4.4. Porcentaje de la corteza ocupada por los folículos linfoides. 
 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 19,6 32,69 36,49 37,75 



















1.5.- Estudio inmunohistoquímico 
1.5.1.-Hígado 
 Los contajes realizados de forma individualizada para cada animal en los 
grupos infectado se muestran a continuación: 
Animal Grupo CD2 CD3 CD4 CD8  IgG 
1 1 11,8 14,2 2,8 1,7 3,8 
2 1 9,8 9,3 8,4 7,8 4,1 
3 1 7,5 7,6 6,5 7,3 2,8 
       
12 2 220,7 284,2 158,3 90,3 56,7 
15 2 302,3 340,3 176,6 104,2 69,7 
16 2 226,4 279,9 165,3 65,4 31,7 
17 2 242,5 274,9 137 71,7 35,7 
X2 2 294,1 337,7 185,4 115,1 71,5 
       
2 3 247,3 235,8 146,2 67,9 158,9 
4 3 219,6 251,4 151 52,9 113,4 
5 3 237,8 244,9 143,1 63,6 186,7 
6 3 153,9 162,1 128,1 34,8 68,6 
14 3 183,5 191,9 153,7 70,5 140,1 
19 3 106,9 167,3 135,2 43,4 102,4 
       
1 4 145 105,4 53,2 74 42,6 
8 4 97,3 135,4 47,3 42,1 24 
9 4 158 121,3 52,6 50,8 20,3 
10 4 107,3 149,8 67,8 70,3 55,8 
13 4 152,2 169,6 74,5 46,7 23,7 
X1 4 102,4 156,8 73,9 80,5 45,3 
 
 En todos los contajes realizados para todos los anticuerpos se encontró 
un aumento muy significativo en los grupos infectados frente al grupo control 
negativo, al aplicar un test T de Student para estudios no pareados (P<0,0001). 
El resumen de los resultados del estudio inmunohistoquímico en hígado se 
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muestran en la gráfica y tabla 3.5.1 así como en las figuras 29, 30, 31 y 32 de 
la Iconografía.  
 
Gráfica 1.5.1.- Gráfica resumida y resultados del estudio inmunohistoquímico en 













Tabla 1.5.1.- Tabla resumida de los contajes correspondientes al estudio 
inmunohistoquímico en hígado expresados en media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
a) Anticuerpo monoclonal anti-CD2 
Con el anticuerpo monoclonal (Amo) anti-CD2 se observó un patrón de 
inmunorreacción citoplasmático e intenso en linfocitos localizados en el 
infiltrado inflamatorio de espacios porta, alrededor de granulomas, siendo 
escasos los linfocitos CD2+ en el infiltrado inflamatorio que formaba folículos 
linfoides. El grupo control no infectado (grupo 1) mostró ocasionales linfocitos 
CD2+ en espacios porta y en sinusoides. Se encontró un aumento 
estadísticamente significativo en los linfocitos CD2+ al comparar el grupo 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
CD2 9,7±2,15 257,2±38,1 191,5±54,1 127±27,6 
CD3 10,37±3,42 303,4±32,7 208,9±40,1 139,67±23,8 
CD4 5,93±2,49 164,5±12,6 142,9±9,7 61,6±11,9 
CD8 5,57±2,67 89,3±21,0 55,5±14,3 60,7±16,1 
γδ 0,2±0,4 8,9±4,3 2,5±1,4 1,4±1,1 
IgG 3,56±0,68 53,0±18,6 128,4±42,3 35,3±14,6 
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control positivo frente al grupo inmunizado con GST (P=0,049) mientras que al 
compararlo con el grupo inmunizado con el péptido Sm14, el aumento fue muy 
significativo (P=0,0001).  
Al comparar los dos grupos inmunizados (GST frente a Sm14) se observó un 
aumento significativo en el primero respecto al segundo (P=0,0411).  
 
 b) Anticuerpo monoclonal anti-CD3 
Con el anticuerpo monoclonal (Amo) anti-CD3 se obtuvo un patrón de 
inmunorreacción en linfocitos localizados en el infiltrado inflamatorio localizado 
en espacios porta, trayectos crónicos, periferia de granulomas y en algunos 
linfocitos de los folículos linfoides proliferados en espacios porta. Al comparar el 
grupo control negativo con los grupos infectados se observó un aumento 
significativo en estos últimos (P<0,0001). La comparación entre el grupo 
control infectado y el grupo inmunizado con GST ofreció un aumento 
significativo (P=0,0043) de éste frente al grupo inmunizado con GST y muy 
significativo para el grupo inmunizado con el péptido (P<0,0001). La 
comparación entre los grupos inmunizados, GST frente a Sm14, resultó 
significativa (P=0,0046). Los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-CD2 y 
anti-CD3 se muestran en la gráfica y en la tabla 1.5.2. 
Gráfica 1.5.2.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para los anticuerpos 



































Tabla 1.5.2.- Contajes obtenidos durante el estudio inmunohistoquímico para los 
anticuerpos anti-CD2 y anti-CD3 en hígado expresados como media ± DE por campo de 0.2 
mm2. 
 
CD2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 30 257,2 191,5 127 
D. Estándar 14,1 38,1 54,1 27,6 
 
CD3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 26,9 303,4 208,9 139,67 













c) Anticuerpo monoclonal anti-CD4 
Los resultados obtenidos con el (Amo) anti-CD4 se muestran en la 
gráfica y en la tabla 1.5.3, Con este (Amo) se obtuvo un patrón de 
inmunotinción citoplasmático e intenso en linfocitos con la misma localización 
que el anticuerpo anti-CD2. El estudio estadístico mostró un aumento 
significativo en todos los grupos infectados respecto al grupo 1 (P<0,0001). 
Entre los grupos infectados de nuevo el grupo 4 mostró un infiltrado de 
linfocitos CD4 significativamente más reducido que los grupos 2 y 3 (Gráfica 
1.5.3), al comparar el grupo control positivo con el grupo 4 se obtuvo un valor 
P<00001 lo que indica diferencias estadísticamente muy significativas. El grupo 
3 también presentó un infiltrado CD4+ significativamente menor (P=0,034) que 
el grupo control infectado (grupo 2). Por otra parte, la comparación entre los  
dos grupos inmunizados (grupo 3 frente a grupo 4) presentó un valor 
significativamente más elevado (P<0,0001) en el grupo 3 considerado muy 
significativa. 
 
Gráfica 1.5.3.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD4 en 










la 1.5.3.- Contajes obtenidos durante el estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-
CD4 en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
  
CD4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 12 164,5 142,9 61,6 









Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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d) Anticuerpo monoclonal anti-CD8 
Los linfocitos CD8+ (Gráfica y tabla 1.5.4) mostraron un aumento muy 
significativo en los tres grupos infectados respecto al grupo control negativo 
(P<0,0001). En el grupo 2 también fueron significativamente más numerosos 
que en los grupos 3 y 4, aunque en este último grupo presentaron un número 
ligeramente superior al del grupo 3. Las comparaciones estadísticas resultaron 
significativas al comparar el grupo 2 frente a los grupos 3 (P=0,011) y 4 
(P=0,030). Sin embargo al comparar entre sí los dos grupos infectados no se 
observaron diferencias significativas (P=0,56). 
 
Gráfica 1.5.4.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-











Tabla 1.5.4.- Contajes obtenidos durante el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-CD8 en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
CD8 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 15,5 89,3 55,5 60,7 
















e) Anticuerpo monoclonal anti-γδ 
Los linfocitos γδ+ fueron más numerosos en el grupo 2, que fue 
infectado y no inmunizado, mientras que fueron ocasionales en los grupos 3 y 4. 
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas debido a que la 
expresión de células positivas fue ocasional en el parénquima hepático. En el 
grupo 4 el nivel de células positivas fue sensiblemente más bajo que en el 
grupo 3 aunque sin diferencias significativas (Gráfica y tabla 1.5.5). 
  
Gráfica 1.5.5.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-











Tabla 1.5.5.-Contajes obtenidos en el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-CD8 en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
TCR-γδ Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 0,2 8,9 2,5 1,4 












Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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f) Anticuerpos policlonales anti-IgG caprina y IgG (cadenas lambda) 
humana 
Los anticuerpos policlonales anti-IgG caprina y anti-cadenas lambda de 
inmunoglobulinas humanas mostraron un patrón de inmunorreacción similar, 
relacionado con algunos linfocitos y sobre todo con células plasmáticas 
localizadas en espacios porta, particularmente en los animales que mostraban 
severa hiperplasia de conductos biliares, así como en la periferia de algunos 
granulomas y en trayectos crónicos. En los tres grupos infectados se observó 
un aumento significativo del número de células IgG+ respecto al control no 
infectado (P<0,0001). Entre los grupos infectados, el grupo 3 (GST) mostró un 
infiltrado significativamente más elevado de células IgG+ comparado con el 
grupo 2 (P=0,0051) y 4 (P=0,0005) (Gráfica y tabla 1.5.6). 
 
 
Gráfica 13.5.6.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-
IgG en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
Tabla 1.5.6.- Contajes obtenidos en el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-IgG en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
IgG Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 3,9 53 128,4 35,3 














g) Anticuerpo monoclonal anti-IgM (B-B4) 
El anticuerpo B-B4 anti-IgM reaccionó con linfocitos localizados 
principalmente en los folículos linfoides del infiltrado hepático, siendo escasos 
en el infiltrado difuso, motivo por el que no se realizaron contajes ya que éstos 
eran muy variables dependiendo de la presencia o no de folículos linfoides. 
 
 h) Anticuerpos monoclonales anti-IL4 y anti-IFNγ 
Con los anticuerpos anti-IL4 y anti-IFNγ prácticamente no se observó 
inmunorreacción en el infiltrado inflamatorio hepático en ninguno de los 




Figuras 29-32.- Imágenes del estudio inmunohistoquímico en hígado para los anticuerpos 
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1.5.2.- Ganglios linfáticos hepáticos 
Los resultados del estudio inmunohistoquímico en los GLH para las 
poblaciones celulares analizadas en las zonas foliculares e interfoliculares (CD2, 
CD4, CD8) se resume en la gráfica y la tabla 1.5.7. 
 
Gráfica 1.5.7.- Gráfica resumen donde se muestra la distribución (media ± 
DE/0.2mm2) de células inmunorreactivas para cada anticuerpo en folículos (F) y áreas 
interfoliculares (IF) de los Ganglios linfáticos hepáticos. 
 
Tabla 1.5.7.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico en la 
experiencia, donde se muestra la distribución (media ± DE/0.2mm2) de células 
inmunorreactivas para cada anticuerpo en folículos (F) y áreas interfoliculares (IF) de los 
Ganglios linfáticos hepáticos. 
 
 






 CD2 CD4 
 F IF F IF 
Grupo     
1 38,7±8,2 117,5±33,2 32,9±6,7 69,5±11,4 
2 293,5±92,1 829,5±222,5 141,5±33,1 779,3±345,5 
3 216,0±53,4 777,2±211,6 122,3±29,6 664,0±267,6 
4 263,4±84,7 885,8±157,0 109,0±40,6 620,0±152,0 
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F: región folicular; IF: región interfolicular; M: médula. 
 
a) Anticuerpo monoclonal anti-CD2 
El (Amo) anti-CD2 reaccionó con la mayoría de los linfocitos de áreas 
interfoliculares en todos los grupos analizados, mientras que en folículos 
linfoides los linfocitos CD2+ fueron numerosos en los 3 grupos infectados y 
escasos en el grupo control negativo (grupo 1) (Gráfica y tabla 1.5.8). 
En cordones medulares el infiltrado de linfocitos CD2+ fue más escaso y 
variable que en las áreas interfoliculares en todos los grupos analizados (ya que 
la población celular más abundante en áreas medulares fueron las células 
plasmáticas, particularmente en los 3 grupos infectados). Por este motivo los 
contajes se realizaron en áreas foliculares e interfoliculares. 
La expresión del anticuerpo anti-CD2 en zonas foliculares presentó un 
aumento significativo entre los animales infectados y los animales del grupo 1 
(P<0,0001). Entre los grupos inmunizados, el grupo 4 presentó un ligero 
aumento respecto al grupo 3 aunque no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos infectados (Gráfica 1.5.8).  
En las zonas interfoliculares se observó también un aumento significativo 
entre los grupos infectados y el grupo control no infectado (P<0,0001). Los 
grupos inmunizados presentaron niveles similares de células positivas aunque 
no se observaron diferencias significativas en los tres grupos infectados 
(Gráfica 1.5.8). 
 CD8 
 F IF 
Grupo   
1 1,4±1,1 30,5±7,6 
2 6,8±14,9 392,3±303,1 
3 5,0±1,0 134,6±16,30 




Gráfica 1.5.8.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-
CD2 en zonas foliculares e interfoliculares de  GLH, expresados como media ± DE por campo 




























Tabla 1.5.8.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-CD2 en zonas foliculares e interfoliculares de  GLH, expresados como media 
± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
CD2 (F) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 38,7 293,5 216 263,4 
D. Estándar 8,2 92,1 53,4 84,7 
 
CD2 (IF) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 117,5 829,5 777,2 885,8 
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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b) Anticuerpo monoclonal anti-CD4 
El (Amo) anti-CD4 reaccionó con numerosos linfocitos en la zona 
interfolicular y con un menor número en los folículos linfoides, siendo variable 
el número de linfocitos CD4+ en las áreas medulares.  
Con este anticuerpo, evaluado en las zonas foliculares, se encontró un 
incremento significativo de células positivas al comparar los grupos infectados 
respecto al grupo 1 (P<0,0001) (Gráfica y tabla 1.5.9). Entre los grupos 
inmunizados se observó un descenso significativo al comparar el grupo 4 
(pSm14)  y el 3 (GST) respecto al grupo 2 (P=0,0047 y P=0,0043 
respectivamente).  
En las zonas interfoliculares también se encontró un significativo 
aumento de todos los grupos infectados respecto al grupo 1, así como un 
incremento de los linfocitos CD4+ en los grupos 2 y 3 frente a los del grupo 4, 
aunque sin diferencias significativas (Gráfica y tabla 1.5.9). 
Gráfica 1.5.9.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-
CD4 en zonas foliculares e interfoliculares de  GLH, expresados como media ± DE por campo 
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Tabla 1.5.9.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-CD4 en zonas foliculares e interfoliculares de GLH, expresados como media ± 
DE por campo de 0.2 mm2. 
 
 
CD4 (IF) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 69,5 779,3 664 620 
D. Estándar 11,4 345,5 267,6 152 
 
 
c) Anticuerpo monoclonal anti-CD8 
 Los linfocitos CD8+ fueron muy escasos en áreas foliculares y en 
áreas medulares, localizándose casi exclusivamente en áreas interfoliculares.  
 En las áreas foliculares fueron significativamente más numerosos en 
los grupos infectados respecto al grupo control no infectado (P<0,0001). Entre 
los grupos infectados, el grupo 2 presentó mayor número de linfocitos CD8+, y 
entre los grupos inmunizados fue superior el número de linfocitos CD8+ en el 
grupo 3 respecto al 4 (Gráfica y tabla 1.5.10). Al realizar las comparaciones 
estadísticas se encontró un descenso significativo al comparar el grupo 4 y el 
grupo 3 (P=0,049) así como entre el grupo 4 y el grupo 2 (P=0,02).  
 En las áreas interfoliculares, los linfocitos CD8+ fueron muy escasos, 
al igual que en áreas interfoliculares fueron más abundantes en todos los 
grupos infectados respecto al grupo 1. De entre los grupos infectados, el grupo 
2 presentó mayor número de linfocitos CD8+, encontrándose diferencias 











CD4 (F) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 32,9 141,5 122,3 109 




Gráfica 1.5.10.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-
CD8 en zonas foliculares e interfoliculares de  GLH, expresados como media ± DE por campo 





















Tabla 1.5.10.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-CD8 en zonas foliculares e interfoliculares de GLH, expresados como media ± 
DE por campo de 0.2 mm2. 
 
CD8 (F) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 1,4 6,8 5 2,8 
D. Estándar 1,1 3 1 1,1 
  
CD 8 (IF) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 30,5 392,3 134,6 292 
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d) Anticuerpo monoclonal anti-γδ 
Los linfocitos γδ+ se localizaron en áreas interfoliculares y medulares 
fundamentalmente. Se encontró un aumento significativo en todos los grupos 
infectados respecto al grupo 1 (P<0,0001). En los grupos infectados, las células 
TCR-γδ+ fueron más abundantes en el grupo 4 (p-Sm14) que en el resto, 
mostrando diferencias significativas (P=0,0273) con el otro grupo inmunizado, 
grupo 3. Así mismo también se encontró un aumento significativo (P=0,0390) 
entre el grupo 2 y respecto al grupo 3  (Gráfica y tabla 1.5.11).  
Gráfica 1.5.11.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-

















Tabla 1.5.11.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico para el 
anticuerpo anti-TCR de GLH, expresados como media ± DE por campo de 0.2 mm2. 
 
 
e) Anticuerpo Policlonal anti-IgG caprina 
La IgG se detectó en folículos, áreas interfoliculares profundas, y sobre 
todo en cordones medulares. En los grupos infectados se observó un 
significativo incremento respecto al grupo control, la comparación entre éstos 
demostró que el número de células IgG+ era mayor en el grupo 3 (GST), pero 
sólo mostró diferencias significativas con el grupo 4 (P=0,0022) (Gráfica y tabla 
1.5.12).  
 
TCR-γδ Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 12,4 135,7 105,8 156,2 
D. Estándar 3,3 22,3 38,4 61,9 
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Gráfica 1.5.12.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-














Tabla 1.5.12.- Contajes realizados durante el estudio inmunohistoquímico para el 







f) Anticuerpo monoclonal anti-IgM (B-B4) 
El anticuerpo B-B4 reaccionó con los linfocitos localizados principalmente 
en los folículos linfoides, así como con algunas células localizadas en cordones 
medulares. 
 
g) Anticuerpos monoclonales anti-IL4 y anti-IFNγ 
Con los anticuerpos monoclonales anti-IL4 y anti-IFNγ se observó 
inmunorreacción intensa en el citoplasma de algunos linfocitos y macrófagos 
localizados en áreas interfoliculares, sin embargo, el número de células 
positivas con estos anticuerpos fue muy ocasional en todos los grupos 







IgG Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Media 41,5 292,3 359,5 172 













Figuras 36-40 (Grupo 2). Imágenes del patrón de expresión en Ganglios linfáticos 

















Figuras 41-45 (Grupo 3). Imágenes del patrón de expresión en Ganglios linfáticos 






















Figuras 46-50 (Grupo 4). Imágenes del patrón de expresión en Ganglios linfáticos 
















Figuras 51-54.- El patrón de expresión de la IgG fue similar en todos los grupos infectados, 
no observándose diferencias entre ellos, mientras que la expresión tanto de IL-4 como de 
IFN-γ fue raro, y tan sólo se observaron ocasionalmente en la zona medular de algunos 
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Aunque la fasciolosis ha sido ampliamente estudiada en rumiantes, se 
han realizado escasos estudios sobre las lesiones y la respuesta inmunitaria en 
la especie caprina (Reddington y cols., 1986; Martínez Moreno y cols., 1999; 
Pérez y cols., 1998, 1999). En los últimos años se han realizado numerosos 
estudios para evaluar el nivel de protección generado mediante la utilización de 
inmunógenos en oveja (Sexton y cols., 1990; Ramajo y cols., 2001; Almeida y 
cols., 2003), vaca (Dalton y cols., 1996, 2003b; Morrison y cols., 1996; 
Mulcahy y cols., 1999) y animales de laboratorio (Muro y cols., 1997; Kofta y 
cols., 2000; Tendler y cols., 1996; Vilar y cols., 2003; Wedrychowicz y cols., 
2003). Sin embargo, no se ha realizado ningún estudio de inmunización en 
cabra.  
Los aspectos a tener en cuenta a la hora de estudiar el nivel de 
protección que confiere un inmunógeno son, entre otros: La especie, raza, y 
edad de los animales; La dosis infectante utilizada: su vía, pauta de 
administración y virulencia de las metacercarias utilizadas; El inmunógeno 
empleado: tipo de inmunógeno, número de dosis de inmunización aplicadas, 
intervalo entre ellas y vía de administración; Tipo y concentración de 
adyuvantes utilizados; Y la duración de la inmunidad (Spithill y cols., 1997; 
Spithill y Dalton, 1998; Dalton y Mulcahy, 2001).En esta experiencia se han 
utilizado como antígenos Glutatión-S-transferasa (GST) de F. hepatica y un 
péptido sintético derivado del antígeno Sm14 de Schistosoma mansoni 
(pSm14). La elección de estos dos candidatos vacunales se basó en los 
resultados de estudios previos, así la inmunización con GST ha demostrado 
niveles de protección frente a F. hepatica entre el 57-78% en ovinos (Sexton y 
cols., 1990, 1994) y entre el 49-69% en bovinos (Morrison y cols., 1996), así 
como niveles de protección entre el 21 y 32% frente a F. gigantica en ovino 
(Paykari y cols., 2002). GST de F. hepatica también indujo la producción de 
anticuerpos específicos anti-GST en conejo, ratón, oveja y vacuno (Hillyer y 
cols., 1992). La inmunización de cabras con GST recombinante de S. Bovis 
indujo una reducción de la carga parasitaria de este parásito del 48% 




Por otro lado, tanto usando el antígeno recombinante Sm14 de 
Schistosoma mansoni, como varias fracciones peptídicas del mismo se 
obtuvieron valores de protección frente a F. hepatica cercanos al 100% tanto 
en ratones como en ovinos (Tendler y cols., 1995, 1996; Almeida y cols., 2003; 
Vilar y cols., 2003). Teniendo en cuenta los trabajos previos en rumiantes con 
estos dos antígenos, utilizamos tanto los adyuvantes como las dosis indicadas y 
número de administraciones basándonos en estos trabajos que describían 
buenos resultados frente a F. hepatica. 
En el presente trabajo se ha incluido el análisis de una serie de 
parámetros como la carga parasitaria, lesiones hepáticas, estudio de las 
subpoblaciones linfocitarias, IL4 e INF-γ en el infiltrado inflamatorio hepático y 
en ganglios linfáticos hepáticos, con la intención de aportar nuevos 
conocimientos sobre las bases inmunológicas y patogénicas de la enfermedad y, 
por otra parte, evaluar la eficacia de las vacunas empleadas para la protección 
frente a la infección por F. hepatica de los antígenos en la especie caprina. 
 
1.1.- Estudio parasitológico 
1.1.1.- Implantación de la dosis infectante 
En el presente trabajo se obtuvo un porcentaje de implantación del 
26,6% en los animales correspondientes al grupo infectado y no inmunizado 
(grupo 2). Este dato concuerda con los obtenidos por Martínez y cols., en 
caprinos en 1996 y 1997, en los cuales, administrando la misma dosis 
infectante que en el presente estudio (200 metacercarias) se obtuvieron 
porcentajes de implantación que oscilaron entre el 12,6% y 24,3%.  
En las cabras inmunizadas, se detectaron niveles de implantación del 
17,3% en el grupo 4 (grupo inmunizado con pSm14) y del 24,15% en los 
animales inmunizados con GST de Fasciola hepatica (grupo 3). En ovinos 
infectados con Fasciola hepatica e inmunizados previamente con GST, se 
obtuvo una media en el porcentaje de implantación del 21,4% (Sexton y cols., 
1990), mientras que en bovinos inmunizados con GST se detectaron niveles de 
implantación entre el 5% y el 10% (Morrison y cols., 1996), mientras en ovinos 
inmunizados con el mismo péptido de Sm14 que en el presente estudio, se 




y cols., 2003). En otros estudios usando como inmunógeno el antígeno Fh15 
nativo y recombinante de F. hepatica (proteína transportadora de ácidos grasos 
similar al Sm14 de S. mansoni) se observó reducción de la carga parasitaria 
entre el 0-43% en oveja (López Abán y cols., 2007) y entre el 43-76% en 
conejo (Casanueva y cols., 2001), y con el antígeno recombinante Fh12 de F. 
hepatica del 24, 5% en oveja (Martínez-Fernández y cols., 2004). 
La reducción de la carga parasitaria en el grupo inmunizado con GST 
respecto al control no inmunizado fue sólo del 9,2%, diferencia no significativa 
estadísticamente y sensiblemente inferior a la obtenida en ovinos inmunizados 
con GST de F. hepatica, que varió entre el 57 y el 78% (Sexton y cols., 1990) y 
en bovinos, en los que se describió un descenso del 49-69% según el 
adyuvante empleado (Morrison y cols., 1996). Sin embargo, en estudios 
posteriores usando GST recombinante de Schistosoma mansoni no se obtuvo 
protección frente a F. hepatica en bovinos usando tres adyuvante: Freund, Quil 
A e hidróxido de aluminio (De Bont y cols., 2003).  
La reducción de la carga parasitaria en el grupo inmunizado con el 
péptido Sm14 de Schistosoma mansoni respecto al control no inmunizado fue 
del 45,9%, reducción que aunque fue sensible no fue estadísticamente 
significativa debido a la elevada variabilidad individual. Estos resultados, aún 
siendo inferiores a los publicados con este mismo péptido en ratas y ovinos en 
los que hubo una reducción cercana al 100% (Almeida y cols., 2003), sugieren 
que el péptido Sm14 pudo inducir cierta protección en las cabras del presente 
estudio. 
Por otra parte en esta experiencia se observó una elevada variabilidad 
individual respecto a la implantación de F. hepatica en los tres grupos 
infectados. Debido a que todas las metacercarias empleadas eran del mismo 
lote, los animales eran del mismo sexo y edad, y se mantuvieron en las mismas 
condiciones durante todo el experimento, es posible que dicha variabilidad 
individual sea debida a la raza. En este sentido, en varias experiencias previas 
usando la raza Murciano-Granadina la variabilidad individual fue menor 
(Martínez Moreno y cols., 1997a,b, 1999). 
Otro aspecto a considerar es la distribución por tamaños de la población 
de Fasciolas. Al analizar los grupos destaca el grupo 3, observándose un 




motivos: que las fasciolas de este grupo podrían haber sufrido un retardo en su 
desenquistamiento, y en consecuencia hayan requerido de mayor tiempo para 
establecerse en el hígado o, por otro lado que hubiese existido algún 
mecanismo efector de respuesta inmunitaria, ya sea a nivel hepático o 
sistémico, que pueda haber impedido el crecimiento continuo y progresivo de 
las fasciolas. La GST es una enzima detoxificante importante para F. hepatica 
(Brophy y cols., 1990; Chemale y cols., 2006), por tanto es posible que en este 
grupo esta función esté alterada, lo que habría influido en un retraso en el 
crecimiento. Sin embargo, de considerarse esta última hipótesis, dicho 
mecanismo no habría sido suficiente para impedir el establecimiento de los 
parásitos en el hígado, a consecuencia de lo observado en relación al nivel de 
implantación, el cual fue el más alto de los 3 grupos infectados. 
 
1.1.2.-Estudio de la dinámica de eliminación de huevos 
Si tenemos en cuenta el tiempo transcurrido desde el momento de la 
infección hasta el momento del sacrificio, debemos suponer que al final de la 
experiencia las fasciolas han alcanzado su fase adulta y se encuentran 
liberando huevos en los conductos biliares, aunque hay que poner de manifiesto 
que ésta fue una característica que raramente se observó en las cabras 
infectadas, siendo ocasional la presencia de huevos de Fasciola hepatica en los 
conductos biliares, y no encontrando ninguno en parénquima hepático, al 
contrario de los hallazgos descritos en el estudio llevado a cabo en ovino por 
Pérez y cols. (2002). 
En otros estudios experimentales llevados a cabo en cabra también fue 
muy ocasional la presencia de huevos de F. hepatica en conductos biliares y en 
parénquima hepático (Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999) lo 
que podría indicar que la cabra y la oveja se comportan de manera diferente 
respecto a la presencia de huevos del parásito en conductos biliares y 
parénquima hepático. 
Al considerar la cinética de eliminación de huevos, observamos que la 
eliminación de huevos comenzó a la 9-10 spi, y aumentó progresivamente 
hasta la semana 17 y 20, en la que se alcanzaron los valores máximos de 




2003, quien detectó valores máximos de eliminación de huevos en la semana 
20 al infectar cabras con 200 metacercarias. En este trabajo, en las spi 17 y 20 
el número de huevos fue similar en los tres grupos infectados. Sin embargo, en 
la semana 21 el número de huevos del grupo 4 (p-Sm14) fue significativamente 
menor (300 frente a 800 en el grupo control positivo). A este respecto hubiera 
resultado interesante prolongar el experimento para comprobar si esta 
disminución fue puntual o se hubiera mantenido en el tiempo, aspecto que 
corroboraría el papel protector del péptido p-Sm14 ya que indicaría una 
afectación en la fecundidad de los parásitos. 
En ovinos y bovinos vacunados con GST de F. hepatica (Sexton y cols., 
1990; Morrison y cols., 1996) no se ha evaluado la eliminación de huevos. Al 
igual que ocurrió en nuestro estudio, la inmuzación de bovinos con GST 
recombinante de Schistosoma mansoni no indujo reducción en la eliminación de 
huevos en infecciones por F. hepatica (De Bont y cols., 2003). En ratones y 
ovinos inmunizados con el antígeno r-Sm14 (Tendler y cols., 1996; Almeida y 
cols., 2003) o con péptidos de éste (Vilar y cols., 2003) no se evaluó la 
eliminación de huevos.  
 
1.2.-Valoración del daño hepático 
 1.2.1.- Estudio biopatológico 
 Las modificaciones de los niveles sanguíneos de las enzimas AST y GGT 
suelen ser indicadores de lesiones hepáticas (Ferre 1994, 1995, 1996). 
Mientras la AST está relacionada con el daño de los hepatocitos, la GGT se 
considera un indicador de lesión de las células epiteliales de los canalículos 
biliares. En la fasciolosis, el incremento de AST suele estar relacionado con la 
fase de migración hepática de las fasciolas inmaduras durante las etapas 
iniciales de la infección, mientras que el aumento sanguíneo de GGT se 
relaciona con el daño ocasionado por las fasciolas en los canalículos biliares. El 
análisis de las enzimas Aspartato-amino-transferasa (AST) y Gamma-glutamil-
transferasa (GGT) fue útil para informar acerca del daño hepático sufrido por 
los animales durante la parasitación por F. hepatica (Ferre y cols., 1994; 1995a; 




 En nuestro estudio los valores de AST tuvieron una evolución similar en 
los 3 grupos infectados, aumentando a parir de la spi 4, con valores máximos 
entre las spi 9 a 11 y disminuyendo a partir de la spi 12 en el grupo 2, y la 
semana 13 en los grupos 3 y 4. Estas observaciones son similares a las 
realizadas por Martínez Moreno y cols. (1997a; 1999) en caprinos infectados 
con 200 metacercarias, y coinciden con el periodo de migración de las larvas en 
el parénquima hepático. Al compararlos con la carga parasitaria no se obtuvo 
una relación directa entre ambos, lo que también ha sido descrito previamente 
en la especie caprina (Martínez Moreno y cols., 1997a; 1999). Estos resultados 
sugieren que la migración de un cierto número de larvas provoca elevación de 
los niveles de AST. Por otra parte, el animal del grupo 4 en que no se 
encontraron fasciolas mostró niveles de AST similares a los del grupo control no 
infectado, lo que sugiere que en este animal las larvas murieron en un estadio 
inicial de migración.  
Los valores de GGT sufrieron un aumento significativo en los 3 grupos 
infectados a partir de la spi 8, momento que suele coincidir con el paso de las 
fasciolas a los canalículos biliares; alcanzando un valor máximo en la semana 
10 para el grupo 2 y en la semana 13 para los grupos 3 y 4, y descendiendo 
posteriormente a niveles de preinfección en la spi 17. Este patrón es similar al 
descrito previamente en cabras infectadas por F. hepatica (Martínez Moreno y 
cols., 1999). Al comparar los valores máximos de GGT respecto de la carga 
parasitaria, no se observó relación. En estudios previos en la especie caprina 
infectada con F. hepatica se obtuvieron resultados similares (Martínez Moreno y 
cols., 1999). Sin embargo, en bovinos infectados con F. gigantica sí se observó 
mayor correlación entre la carga parasitaria y los niveles séricos de GGT 
(Molina y cols., 2006). Resulta lógico esperar que un mayor número de 
fasciolas ocasionen mayor daño en el epitelio de los canalículos biliares y en 
consecuencia incrementen de manera significativa los valores de GGT 
sanguíneos, que cuando la carga parasitaria es menor. Sin embargo, pueden 
existir otros factores que condicionen el aumento de GGT sanguíneo cuando la 
carga parasitaria no sea significativamente mayor, como puede ser el tamaño 
de las formas parasitarias o la mayor o menor capacidad de respuesta de los 






1.2.2.- Estudio Anatomopatológico 
1.2.2.1.- Hígado 
 Las lesiones macroscópicas y microscópicas observadas a nivel hepático 
coinciden de forma genérica con las detectadas en ovinos y caprinos infectados 
con F. hepatica (Reddington y cols., 1986; Pérez y cols., 1999, 2002; Martínez 
Moreno y cols., 1999). Sin embargo, aunque en los 3 grupos infectados se 
detectó el mismo patrón de lesiones, éstas fueron más discretas en el grupo 4 
(p-Sm14), lo que puede ser atribuido tanto al menor número de parásitos 
implantados en este grupo, como al menor tamaño de los mismos en relación el 
grupo 2. Estos resultados son interesantes ya que indican que el p-Sm14 no 
sólo puede inducir un descenso en el porcentaje de implantación de fasciolas, 
sino además, un menor daño hepático que en los animales no vacunados. Estos 
datos, a pesar de no ser tan espectaculares como los obtenidos por Almeida y 
cols. (2003) y Tendler y cols. (1995, 1996) apoyarían la hipótesis del papel 
protector que el p-Sm14 puede inducir en cabras frente a F. hepatica, y 
justifican la realización de nuevos ensayos vacunales. 
 a) Perihepatitis 
La presencia de perihepatitis fibrosa fue una lesión observada en todos 
los grupos infectados, afectando principalmente al lóbulo hepático izquierdo. 
Esta lesión coincide con las descritas por diversos autores en fasciolosis crónica 
en ovinos, bovinos y caprinos, y se corresponde con las lesiones provocadas en 
aquéllas zonas de penetración del parásito a través del parénquima hepático 
(Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1967, 1968; Rushton y Murray, 1977; 
Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996; Pérez 
y cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999). 
En nuestro estudio observamos perihepatitis fibrosa en todos los grupos 
infectados, si bien los grupos 2 y 3 presentaron mayor severidad que en el 
grupo 4 coincidiendo con la menor carga parasitaria de este grupo en 
comparación con los grupos 2 y 3. La perihepatitis fibrosa también mostró una 
elevada variabilidad individual al igual que el número de fasciolas implantadas, 
en general a mayor número de fasciolas esta lesión era más severa, aunque 
también había algunas cabras con moderado número de fasciolas como la nº X1 




también del grupo 4 que presentaba moderada perihepatitis fibrosa y el número 
de fasciolas era de 50. Este resultado aparentemente contradictorio podría ser 
debido a que la entrada y migración de las larvas en hígado es aleatoria, así en 
algunos animales la mayoría de ellas penetraban y migraban en un área 
reducida del lóbulo izquierdo, quedando prácticamente inalterado el resto del 
hígado, mientras que en otros animales, a pesar de tener una carga parasitaria 
menor, las larvas penetraban y migraban en diferentes áreas del lóbulo 
izquierdo y derecho, produciendo lesiones más llamativas. 
b) Trayectos crónicos 
 Debido al protocolo de infección utilizado así como al tiempo transcurrido 
hasta que se produjo el sacrificio de los animales la mayoría de las lesiones 
observadas en los animales han sido de tipo crónico, así fue frecuente 
encontrar trayectos crónicos en los animales de los grupos infectados, ya que la 
aparición de este tipo de trayectos se debe a que a la fecha de sacrificio de los 
animales las fasciolas ya habían finalizado su fase de migración parenquimatosa 
y se encontraban en los conductos y vesícula biliar. Esta lesión consistía en 
trayectos ocupados por abundantes macrófagos cargados de hemosiderina y 
hematoidina y una cantidad variable de tejido conectivo fibroso, infiltrado de 
linfocitos y células plasmáticas. Este tipo de lesión ha sido descrita por varios 
autores en rumiantes y está considerada un hallazgo típico en las infecciones 
crónicas causadas por F. hepatica debido a la cicatrización de los túneles 
migratorios (Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; 
Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996). Al 
igual que ocurría con la carga parasitaria y la perihepatitis fibrosa en los 
animales de nuestro estudio también se observó una elevada variabilidad para 
la severidad de los trayectos crónicos en todos los grupos infectados. En 
general, los animales con una elevada carga parasitaria solían mostrar 
trayectos crónicos más severos, aunque con diferencias de unos animales a 
otros, posiblemente debidas a la migración aleatoria de las larvas, o al 
muestreo, ya que se analizaron 4 muestras por animal, muestras que eran 
tomadas de áreas afectadas del hígado. A pesar de la elevada variabilidad 
individual, los animales del grupo inmunizado con el pSm14 (grupo 4) volvieron 




Estos resultados sugieren que las fasciolas no implantadas habían 
muerto durante las fases iniciales de la fase migratoria, lo que originaría un 
menor número de migraciones y por tanto menores trayectos crónicos. 
 c) Granulomas 
 La presencia de granulomas y su morfología fue muy variable entre los 
distintos grupos. La mayor parte de ellos estaban formados por un centro 
necrótico acidófilo, rodeado de células gigantes y macrófagos, y más 
externamente, por tejido fibroso denso. La formación de estos granulomas se 
debe a la reabsorción del tejido necrótico y hemorragias de los túneles 
migratorios (Ross y cols., 1967; Sinclair, 1967; Dow y cols., 1968; Boray, 
1969). En nuestro estudio la presencia de esta lesión guardó relación con la 
carga parasitaria, ya que su presencia se detectó en la mayoría de los animales 
de los grupos 2 y 3, donde la carga parasitaria fue mayor (266 y 290 fasciolas 
recuperadas por grupo, respectivamente). El mayor número de fasciolas 
provoca la presencia de mayor número de túneles y de esta forma, cuando se 
produce la reabsorción de los mismos, mayor número de granulomas. Sin 
embargo, los animales con lesiones granulomatosas más severas no fueron 
aquéllos en los que individualmente se presentaron mayor número de fasciolas 
(animales 2 y 3 del grupo 2 con 18 y 76 fasciolas, respectivamente; animales 2 
y 5 del grupo 3 con 38 y 58 fasciolas, respectivamente), lo que nuevamente 
podría ser debido a la toma de muestras.  
Al igual que ocurrió con la perihepatitis fibrosa y trayectos crónicos, en 
conjunto los animales del grupo 4 (pSm14) presentaron menor severidad en los 
granulomas que los del grupo 2 y 3, lo que nuevamente apoya la hipótesis de 
que las fasciolas no implantadas en este grupo debieron morir durante fases 
tempranas de la migración.  
 
d) Fibrosis portal 
En nuestro estudio la fibrosis portal varió de severa a muy severa en el 
grupo 2 (control infectado no inmunizado) y severa en el grupo 3 (GST). Por el 
contrario, en el grupo 4 (pSm14) la fibrosis portal fue moderada y en dos 
animales severa. En cualquier caso constituyó la lesión más llamativa, típica de 




biliares. Esta lesión también ha sido descrita con frecuencia en ovino (Dow y 
cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Meeusen y cols., 1995) así como en 
caprino (Pérez y cols., 1998; Martínez Moreno y cols., 1999), en infecciones 
crónicas. La fibrosis portal es más severa y extensa en bovinos con fasciolosis 
crónica (Mulcahy y cols., 1999; Behm y Sangster, 1999), lo que se ha 
relacionado con una cierta resistencia de esta especie a reinfecciones, ya que la 
severa fibrosis portal dificulta la migración de las larvas a través del 
parénquima hepático (Brown y cols., 1994). Aunque existía variabilidad 
individual, en conjunto los animales del grupo 4 (pSm14) mostraron menor 
severidad en la fibrosis portal que los animales del grupo 2 y 3, lo que podría 
estar relacionado con el menor número de fasciolas implantadas en el interior 
de vías biliares.  
e) Infiltrado celular (Eosinófilos, Leucocitos globulares e infiltrado 
linfoplasmocitario) 
Los eosinófilos aparecen desde etapas tempranas en el infiltrado de las 
lesiones hepáticas y juegan un papel muy importante en la respuesta frente a 
helmintos (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993; Chauvin y 
cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996). Durante la fase 
migratoria el infiltrado de esosinófilos se localiza en la periferia de los túneles 
migratorios, donde estas células parecen jugar un papel importante en los 
mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) que 
tienen un importante papel en la respuesta frente a helmintos tisulares 
(Mulcahy y cols., 1999; Mulcahy y cols., 2005). Durante las fases crónicas de la 
fasciolosis como en el presente estudio, los eosinófilos suelen presentarse 
principalmente en respuesta a huevos del parásito u otros antígenos 
parasitarios que escapan de vías biliares y alcanzan el parénquima hepático, y 
en menor medida en el infiltrado periportal en respuesta a la presencia de 
parásitos en la luz de conductos biliares (Pérez y cols., 2002). En las cabras del 
presente estudio el número de huevos observados en parénquima hepático fue 
muy ocasional en los tres grupos infectados, por lo que la distribución de 
eosinófilos se presentó principalmente en el infiltrado periportal y 
ocasionalmente de forma difusa en parénquima hepático. Su número fue 
ligeramente superior en el grupo 3 (GST), aunque sin diferencias significativas 
con los otros dos grupos infectados. Los leucocitos globulares aparecen en 




helmintos. Se trata de células de núcleo redondeado, citoplasma amplio y con 
grandes gránulos eosinófilos. Se localizan intraepitelialmente. Existen pruebas 
que señalan a las células cebadas timo-dependientes como sus precursores 
(Sommerville, 1965; Huntley y cols., 1984). En nuestro estudio los leucocitos 
globulares se localizaron fundamentalmente en conductos biliares, coincidiendo 
con los resultados obtenidos en ovejas por Campbell y cols., (1978) y Pérez y 
cols., (2002) y Ortega (2003). Su presencia fue moderada en el grupo 3 (GST), 
mientras que en los grupos 2 y 4 fue más escasa aunque dos animales (uno en 
cada grupo) presentaran un número mayor. Los leucocitos globulares han sido 
poco estudiados en fasciolosis, su papel no está claro ya que han sido descritos 
en ovejas en respuestas no protectoras (Pérez y cols., 2002), lo que coincide 
con los hallazgos del presente estudio. Sin embargo, en helmintos 
gastrointestinales como Haemonchus contortus su presencia coincide con una 
disminución de la carga parasitaria, por lo que parece que tengan un 
importante papel en la respuesta protectora frente a estos nematodos (Balic y 
cols., 2002; Pérez y cols., 2001, 2003). En conjunto los leucocitos globulares 
fueron más numerosos en los dos grupos inmunizados que en el control, 
aunque sin diferencias significativas y con elevada variabilidad individual. 
También era frecuente observar leucocitos globulares en algunos conductos 
biliares y no en otros en el mismo animal, lo que podría estar relacionado con la 
proximidad de fasciolas a los conductos analizados.  
El infiltrado linfoplasmocitario se localizó principalmente en espacios 
porta alrededor de conductos biliares hiperplásicos, donde con frecuencia 
formaba folículos linfoides, y en menor medida en los trayectos crónicos y en la 
periferia de granulomas. Esta localización ha sido previamente descrita en 
fasciolosis crónica ovina (Dow y cols., 1968; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y 
cols., 1995; Pérez y cols., 2002; Ortega, 2003) y caprina (Reddington y cols., 
1986; Pérez y cols., 1998, 1999).  
 
f) Presencia de huevos de Fasciola hepatica 
 Si tenemos en cuenta el tiempo transcurrido desde la infección hasta el 
sacrificio de los animales, debemos suponer que las fasciolas han alcanzado ya 
su fase adulta y se encontraban liberando huevos en los conductos biliares. En 




fue muy escasa en todos los grupos infectados, siendo muy ocasional en 
algunos cortes histológicos, y ausente en parénquima hepático lo que coincide 
con la escasa cantidad de huevos de F. hepatica en cabras infectadas 
experimentalmente (Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999). Sin 
embargo en oveja se ha descrito la presencia de huevos de F. hepatica en 
parénquima hepático asociados a granulomas en los que existían restos de 
dichos huevos rodeados por macrófagos, algunas células gigantes y gran 
cantidad de eosinófilos, muchas veces ocupando extensas áreas del 
parénquima hepático y espacios porta (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 
1977; Kelly, 1993; Pérez y cols., 2002). 
 
1.2.2.2.- Ganglios linfáticos hepáticos 
 El estudio anatomopatológico de los GLH demostró una intensa 
hiperplasia de los mismos en los tres grupos infectados respecto al grupo 
control no infectado como demostró el peso de los mismos, particularmente en 
el grupo 3 (GST), debido principalmente a hiperplasia de folículos linfoides, con 
presencia de centros germinales muy activos así como hiperplasia de cordones 
medulares, donde éstos aparecían engrosados como consecuencia del infiltrado 
de células plasmáticas y en menor medida linfocitos. Estos resultados indican 
que existía una severa respuesta humoral, y coinciden con los observados en 
otros estudios previos sobre fasciolosis crónica en la especie caprina (Pérez y 
cols., 1999) y ovina (Pérez y cols., 2005), así como en ovinos infectados con 
Fascioloides magna (Stromberg y cols., 1985). En senos linfáticos medulares de 
algunos de los animales se observó variable cantidad de macrófagos cargados 
de hemosiderina, probablemente debido a las hemorragias causadas en hígado 
durante las migraciones de las fasciolas así como infiltrado de eosinófilos, 
coincidiendo con los datos aportados en ovejas con fasciolosis crónica (Chauvin 
y cols. 1996).  
La hiperplasia de GLH, sin embargo, no guardó correlación con el número 
de parásitos encontrados en hígado, ya que el grupo 4 mostró un peso de GLH 
similar al del grupo 2 en el que el número de parásitos fue mayor, mientras que 
el grupo 3 mostró un peso más elevado que los grupos 2 y 4. Por otra parte, 
los análisis de correlación entre el peso de los GLH y la carga parasitaria de 




correlación entre ambas, poniéndose de manifiesto de esta forma la diferente 
respuesta individual observada en los tres grupos infectados y que demuestra 
la elevada variabilidad individual observada en la experiencia. Estos resultados 
indican que un número moderado de fasciolas podrían provocar una severa 
hiperplasia en los GLH. 
 
1.2.3.- Estudio morfométrico 
La evaluación del daño hepático es un importante indicador a tener en 
cuenta al considerar la eficacia de una vacuna frente a F. hepatica, ya que con 
una respuesta protectora no sólo se pretende disminuir el número de parásitos, 
sino la severidad de las lesiones hepáticas, lo que tendría una importante 
repercusión en una reducción de las pérdidas económicas causadas por el 
parásito (Dalton y cols., 1996). La evaluación del daño hepático en animales 
infectados por F. hepatica se ha realizado mediante evaluación de los niveles 
séricos de las enzimas indicadoras de daño hepático (Ferre y cols., 1994, 1995, 
1996), así como por la evaluación de las lesiones macro y microscópicas del 
hígado (Dalton y cols., 1996; Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 
1999, 2002, Almeida y cols., 2003). Sin embargo, hasta la fecha la evaluación 
de estas lesiones se ha efectuado catalogándolas mediante cruces según su 
severidad. Con el presente estudio morfométrico pretendemos realizar una 
cuantificación de las lesiones hepáticas, tanto macroscópicas como 
microscópicas para poder realizar comparaciones estadísticas entre grupos, así 
como correlación con otros parámetros como la carga parasitaria.  
El estudio morfométrico macroscópico tuvo por objeto evaluar de forma 
precisa la superficie hepática afectada por lesiones. Se evaluó tanto la 
superficie diafragmática como visceral, pero no la superficie de corte del órgano, 
ya que éste fue abierto siguiendo el trayecto de los conductos biliares para 
recuperar y contar las fasciolas.  
El estudio morfométrico microscópico tuvo por objeto evaluar de forma 
precisa el área de parénquima hepático afectado por lesiones (fibrosis, 
trayectos crónicos, infiltrado inflamatorio y granulomas) por una parte; y la 





1.2.3.1.- Estudio morfométrico macroscópico 
El estudio morfométrico macroscópico nos permitió cuantificar la 
superficie hepática que mostraba lesiones macroscópicas, principalmente 
perihepatitis fibrosa. Los resultados no demostraron diferencias significativas 
entre los 3 grupos infectados debido a la elevada variabilidad individual, aunque 
en el grupo inmunizado con el pSm14 presentó un menor porcentaje de 
perihepatitis fibrosa (14,37%) comparado con el grupo 2 (27,54%) y el grupo 3 
(GST) (47,32%). Llama la atención el severo daño en el grupo 3, debido 
principalmente a dos animales (nº 4 y 14) que presentaron porcentajes de 
daño hepático del 94,2 y 84,7, respectivamente. Este severo daño hepático fue 
debido a la rotura de pequeños conductos biliares en la superficie hepática con 
liberación de material de los mismos y antígenos del parásito, lo que ocasionó 
una perihepatitis fibrinosa que afectaba a la mayor parte de la superficie 
hepática. Estos dos animales también presentaron un peso significativamente 
mayor de los GLH, probablemente debida a la estimulación con estos antígenos 
liberados de conductos biliares.  
El estudio de correlación demostró ausencia de correlación entre la 
superficie hepática afectada y la carga parasitaria en los tres grupos infectados. 
Estos resultados podrían ser debidos por una parte a que la migración de las 
larvas y entrada de éstas en el hígado es aleatoria afectando en algunos 
animales a una pequeña área del lóbulo izquierdo, mientras que en otros 
afectan a áreas más amplias aunque el número de parásitos sea menor. Por 
otra parte, la rotura de pequeños conductos biliares y liberación de material y 
antígenos parasitarios resultan en severa perihepatitis fibrinosa como ocurrió 
en algunos animales del grupo 3.  
En ensayos vacunales con GST en ovinos y bovinos (Sexton y cols., 1990, 
Morrison y cols., 1996) no se realizaron estudios de la valoración de la 
superficie hepática afectada. En ensayos con el antígeno recombinante Sm14 
(Tendler y cols., 1996) se obtuvo un porcentaje de fibrosis cercano al 0% tanto 
en ratones como en ovinos, resultados sensiblemente mejores a los obtenidos 






1.2.3.2.- Estudio morfométrico microscópico 
Al evaluar las lesiones presentadas en parénquima hepático (superficie 
ocupada por espacios porta, fibrosis portal e infiltrado inflamatorio) de nuevo 
no se observaron diferencias significativas entre los grupos infectados aunque 
las lesiones observadas en el grupo 4 (pSm14) fueron ligeramente menores 
(2,46±0,64 mm2/8,5mm2) a las de los grupos 2 y 3 (3,05±0,84 y 3,17±0,86 
mm2/8,5mm2, respectivamente). Sin embargo, al comparar con el grupo 
control no infectado en el que se evaluó la superficie de espacios porta, los tres 
grupos infectados presentaron un incremento muy significativo (P<0,001). De 
nuevo estos resultados no son tan buenos como los observados por Almeida y 
cols. (2003) y Tendler y cols. (1995, 1996) en ovinos y ratones, 
respectivamente, pero sí que indican una cierta reducción de las lesiones 
histológicas en los animales del grupo 4 (pSm14) respecto al grupo 2 (control 
no infectado), coincidiendo con los resultados para la carga parasitaria y las 
lesiones hepáticas macroscópicas.  
 El estudio estadístico demostró ausencia de correlación entre la 
superficie de parénquima hepático dañada y la carga parasitaria en los tres 
grupos infectados. Al igual que ocurrió con el estudio histopatológico para la 
mayoría de las lesiones histológicas, la ausencia de correlación con la carga 
parasitaria podría estar relacionada con la toma de muestras, ya que fueron 
analizadas 4 muestras por animal, seleccionándose principalmente áreas 
alteradas. 
Por otra parte, el análisis de la hiperplasia de los conductos biliares no 
mostró un severo y significativo incremento en los tres grupos infectados 
respecto al control negativo, y siendo los resultados similares en los grupos 3 y 
4 (0,19±0,08 y 0,18±0,03 mm2/8,5mm2), mientras que el grupo 2 (control 
infectado y no inmunizado) presentó una hiperplasia de conductos biliares 
significativamente más elevada (0,4±0,11) que los dos grupos inmunizados, 
resultados que podrían ser debidos por un lado al mayor tamaño que 
presentaron los parásitos adultos en este grupo, como al mayor número de 
fasciolas, particularmente al compararlo con el grupo 4. Este parámetro no ha 
sido evaluado en ensayos vacunales previos, tanto con GST como con antígeno 
Sm14 y péptidos del mismo (Sexton y cols., 1990; Morrison y cols., 1996; 




El estudio de correlación aplicado entre el número de fasciolas 
recuperadas y la hiperplasia de conductos biliares no demostró correlación en 
ninguno de los grupos infectados, lo que podría ser debido, bien al diferente 
tamaño de las fasciolas, o bien al reducido número de muestras analizadas por 
animal.  
 
1.3.- Respuesta inmunitaria local 
 En el presente estudio se ha realizado un estudio de la respuesta 
inmunitaria local, ya que se han analizado tanto en hígado como en ganglios 
linfáticos hepáticos las subpoblaciones linfocitarias responsables de la respuesta 
inmunitaria celular (CD2, CD3, CD4, CD8 y γδ) así como las sustancias 
responsables de la respuesta inmunitaria humoral (IFN-γ, IL-4, IgG). 
 
1.3.1.- Estudio Inmunohistoquímico en hígado 
 1.3.1.2.- Respuesta inmunitaria celular 
 a) Linfocitos CD2 y CD3 
El abundante infiltrado de linfocitos T (CD2+, CD3+) en los espacios 
porta, en la periferia de granulomas y trayectos crónicos de las cabras de todos 
los grupos infectados respecto al grupo control no infectado, indica que existía 
una severa respuesta inmunitaria celular local en los animales infectados. Esta 
severa respuesta celular coincide con la descrita en infecciones por F. hepatica 
en ovino (Dow y cols., 1968; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; 
Pérez y cols., 2002, 2005) y caprino (Pérez cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 
1999), así como por F. gigantica en vacuno y búfalos (Molina y Skerratt, 2005). 
 En el presente estudio no hemos observado correlación entre el 
número de fasciolas recuperadas en hígado y el infiltrado de linfocitos CD2 y 
CD3 excepto para el anticuerpo anti-CD3 en los grupos 3 y 4. Dicha correlación 
fue más evidente en el animal del grupo 4 que no presentó parásitos, en el que 
el infiltrado hepático de linfocitos CD2+ y CD3+ fue muy escaso, así como en el 
animal del grupo 2 que presentó sólo 10 fasciolas, en el que también se 




sugiere que en estos animales las fasciolas debieron morir en etapas tempranas 
de la infección (pared intestinal, peritoneo, o fases iniciales de la migración 
hepática), lo que no ha dado lugar a que el infiltrado inflamatorio regrese en el 
caso de que existiera en fases iniciales de la infección. Esta hipótesis ha sido 
descrita en respuestas protectoras en animales de laboratorio como la rata, en 
la que se observó un incremento del infiltrado inflamatorio, particularmente 
eosinófilos en peritoneo en animales con una reducción de parásitos del 80% 
respecto al control (Van Milligen y cols., 1998; Kesik y cols., 2007). 
Por otra parte, los animales con un elevado número de fasciolas, tanto 
en el grupo control como en los inmunizados, mostraron un severo infiltrado de 
linfocitos T en hígado, lo que significa que están sometidos a una mayor 
estimulación antigénica para que prolifere esta población celular.  
 
Estos resultados confirman que la severa respuesta celular acontecida en 
la fasciolosis crónica, cuando los parásitos han alcanzado las vías biliares, es 
ineficaz tanto en cabras inmunizadas como en las no inmunizadas, y coinciden 
con los descritos previamente en la fasciolosis experimental ovina (Pérez y cols., 
2005) y caprina (Pérez y cols., 1998) en las que el severo infiltrado hepático en 
fases crónicas de la enfermedad estaba asociado a un elevado número de 
parásitos en vías biliares y por tanto dicha respuesta tenía un carácter no 
protector (Pérez y cols., 1998, 2005). 
 Los mecanismos de la respuesta protectora frente a F. hepatica son 
desconocidos en ovino, caprino y bovino y su esclarecimiento ayudaría a 
mejorar las formulaciones de las vacunas para aumentar su eficacia (Mulcahy y 
cols., 2001; Dalton y cols., 2003a,b). Nuestros resultados en los dos animales 
que presentaron un escaso número de fasciolas no permiten esclarecer dichos 
mecanismos, ya que las muestras se recogieron en fases muy crónicas de la 
infección (21 spi), por lo que sería de gran interés que tras obtener una 
respuesta protectora en rumiantes realizar estudios durante las primeras fases 
de la infección, en las que habría que analizar tanto la respuesta a nivel de 






b) Linfocitos CD4 
 Para el anticuerpo anti-CD4 se observó un patrón de expresión localizado 
principalmente cerca de los espacios porta y trayectos crónicos, distribución 
que coincide con la descrita previamente por Meeusen y cols. (1995) y Chauvin 
y Boulard (1996). En aquéllas cabras que presentaron la presencia de folículos 
linfoides en parénquima hepático, el infiltrado de linfocitos CD4+ fue moderado 
coincidiendo también con lo descrito por Chauvin y Boulard (1996). El estudio 
de correlación con el número de fasciolas recuperadas mostró correlación 
positiva para el grupo 2 (r=1 P=0,01) mientras que en los grupos 3 y 4 la 
correlación no fue significativa. Al realizar el estudio estadístico se obtuvieron 
diferencias significativas entre los 3 grupos infectados respecto al grupo 1. Las 
comparaciones resultaron significativas al comparar el grupo 2 y el 3 (P=0,034) 
y muy significativas (P<0,0001) al comparar el grupo 4 frente al grupo 1 y al 
grupo 3. Estos datos vuelven a corroborar el menor infiltrado encontrado en el 
grupo 4 comparado con el resto de grupos infectados y que se traduce en un 
menor número de linfocitos Th. 
 
c) Linfocitos CD8 
Los linfocitos CD8+ presentaron un patrón similar al observado con los 
linfocitos CD4+ aunque fue menor que el de éstos, dato que coincide con otros 
estudios que demuestran el escaso número de linfocitos CD8+ que aparece en 
las infecciones primarias (Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996). En 
los tres grupos infectados existió un significativo incremento del infiltrado CD8+ 
respecto al grupo 1 (control no infectado), siendo el número de linfocitos CD8 
significativamente menor en los dos grupos inmunizados que en el grupo 
control infectado.  Estos resultados sugieren que los linfocitos CD8+ juegan un 
importante papel como células efectoras citotóxicas cuando la fasciola llega a 
los conductos biliares. Sin embargo, en las áreas donde los parásitos no están 
(trayectos crónicos y periferia de los granulomas) los linfocitos CD8 podrían 
actuar como células supresoras modulando la respuesta inmunitaria local 
(Meeusen y cols., 1995). 
La ratio CD4/CD8 en el infiltrado hepático (0,77, 1,8, 2,6 y 1 para los 




particularmente en el 2 y 3 respecto al grupo control negativo. Estos resultados 
sugieren que la presencia de fasciolas en conductos biliares podría modular la 
respuesta inmunitaria estimulando en mayor medida la proliferación de 
linfocitos CD8 que de linfocitos CD4, resultados similares a los observados en 
fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995, Pérez y cols., 2005) y caprina 
(Pérez y cols., 1998). En el grupo inmunizado con el p-Sm14, éste indujo una 
proliferación de linfocitos CD8 respecto a los CD4 ligeramente menor que en el 
inmunizado con GST y en el control infectado, probablemente debido al menor 
número de fasciolas que presentó el grupo p-Sm14.   
 
d) Linfocitos γδ 
Los linfocitos γδ fueron muy escasos en infiltrado hepático en todos los 
grupos infectados. Estos resultados coinciden con los descritos en infecciones 
primarias y secundarias crónicas en la especie caprina (Pérez y cols., 1999) y 
ovina (Ortega, 2003; Pérez y cols., 2005). Se ha descrito que los linfocitos γδ 
llevan a cabo labores de inmunorregulación e inmunovigilancia (Janeway y cols., 
1988). Por lo tanto, la falta de expresión de este tipo celular podría estar 
relacionada con la falta de una respuesta inmunitaria efectiva en las cabras 
infectadas con F. hepatica. Sin embargo estos resultados difieren de los 
observados por Meeusen y cols. (1995) en la especie ovina, en la que la 
presencia de linfocitos γδ+ fue abundante en infecciones primarias crónicas. 
Estas diferencias podrían deberse a un comportamiento diferente de la oveja y 
la cabra, ya que en nuestro estudio sí que observamos marcado incremento de 
la población de linfocitos γδ+ en los GLH. 
 
1.3.1.3.- Respuesta inmunitaria humoral 
 Los anticuerpos anti-IgG caprina y anti-cadenas lambda de 
inmunoglobulinas humanas mostraron un patrón de inmunorreacción similar, 
apareciendo positividad en algunos linfocitos así como numerosas células 
plasmáticas localizadas en los espacios porta, sobre todo en aquéllos animales 
que presentaban una hiperplasia severa de conductos biliares así como en la 
periferia de algunos granulomas. En los tres grupos infectados se produjo un 




hepático, lo que indica una severa respuesta humoral local. Estos resultados 
concuerdan con la severa elevación de IgG sérica en los tres grupos infectados 
respecto al grupo control en esta misma experiencia (Buffoni, 2007). Este 
severo infiltrado de células IgG+ también ha sido descrito en el infiltrado 
hepático en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995; Chauvin y cols., 
1995, 2001; Pérez y cols., 2002, Ortega y cols., 2003) y caprina (Pérez y cols., 
1998, 1999; Martínez Moreno y cols., 1999). En todos estos estudios esta 
severa respuesta humoral local fue de carácter no protector. En el presente 
estudio la severidad de esta respuesta humoral parecía no estar relacionada 
con el carácter protector de la respuesta, ya que era más intensa en el grupo 2 
y 3 que en el grupo 4, en el que el número de fasciolas fue menor.  
El estudio inmunohistoquímico de este estudio demostró una severa 
respuesta inmunitaria tanto humoral, como celular, a nivel hepático en los tres 
grupos infectados respecto al grupo control negativo, resultados que son 
comparables a los obtenidos en otras infecciones experimentales con F. 
hepatica en la especie caprina (Pérez y cols., 1998, 1999) y ovina (Meeusen y 
cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996; Pérez y cols., 2002, 2005). El menor 
infiltrado de linfocitos CD2, CD3 y CD4 encontrado en el grupo 4 respecto a los 
grupos 2 y 3, podría estar motivado por el menor número de fasciolas que 
lograron implantarse en este grupo y podría apoyar la hipótesis del papel 
protector del péptido en los animales de este grupo, coincidiendo con otros 
autores (Tendler y cols., 1996; Almeida y cols., 2003). 
 Los resultados del estudio anatomopatológico e 
inmunohistoquímico sugieren que las fasciolas que no se implantaron en el 
grupo 4, murieron probablemente durante fases tempranas de la migración, ya 
que de lo contrario hubieran inducido un mayor infiltrado inflamatorio y una 
fibrosis más severa en hígado. 
1.3.2.- Ganglios linfáticos hepáticos 
 1.3.2.1.- Respuesta inmunitaria celular 
 El estudio inmunohistoquímico realizado en los ganglios linfáticos 
hepáticos (GLH) demostró una severa respuesta celular en los tres grupos 
infectados respecto al control no infectado como puso de manifiesto el 




al grupo control. Esta severa respuesta celular a nivel de los GLH coincide con 
los resultados descritos previamente en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y 
cols., 1995; Pérez y cols., 2005) y caprina (Pérez y cols., 1999), en los que 
esta respuesta era de carácter no protector. En las cabras del presente estudio 
la severa respuesta celular en GLH también no parece guardar relación con el 
grado de protección, ya que era más severa en los grupos 2 y 3 que mostraron 
mayor número de fasciolas que el grupo 4.  
A diferencia del infiltrado hepático, en los GLH sí se observó un infiltrado 
importante de linfocitos γδ+, localizados principalmente en áreas 
interfoliculares y medulares, con incremento significativo en los tres grupos 
infectados respecto al grupo control negativo. Estos resultados están de 
acuerdo con los obtenidos en infecciones primarias crónicas en la especie ovina 
(Meeusen y cols., 1995),  y difieren de lo observado en un estudio previo 
llevado a cabo en la especie caprina por Pérez y cols. (1998), sugiriendo que 
los linfocitos γδ podrían jugar un papel en la respuesta frente a F. hepatica en 
las fases en las que los parásitos han alcanzado las vías biliares. El grupo 
inmunizado con el pSm14 mostró una infiltrado ligeramente mayor de linfocitos 
γδ que los otros dos grupos infectados, aunque sin diferencias significativas.  
 
1.3.2.2.- Respuesta inmunitaria humoral. 
En los tres grupos infectados se constató una severa respuesta humoral 
caracterizada por un muy significativo incremento de células IgG+, localizadas 
principalmente en cordones medulares. Estos resultados concuerdan las 
observaciones histopatológicas con severa hiperplasia de folículos linfoides y de 
cordones medulares, así como con el estudio macroscópico en el que se 
constató un marcado incremento del peso de los GLH, así como con los niveles 
séricos de IgG (Buffoni, 2007). Esta severa respuesta celular también ha sido 
descrita en GLH en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995; Chauvin y 
Boulard, 1996; Pérez y cols., 2002; Ortega, 2003) y caprina (Pérez y cols., 
1999). Al igual que estos estudios previos, en las cabras del presente trabajo la 
intensidad de la respuesta humoral en los GLH no parecía guardar relación con 
el grado de protección, ya que ésta era menor en el grupo 4 que fue el que 




Los resultados del estudio inmunohistoquímico en ganglios linfáticos 
hepáticos indican una severa respuesta inmunitaria, principalmente de tipo 
humoral debido al aumento de linfocitos CD4 y de células productoras de IgG, 
así como la marcada hiperplasia de los folículos linfoides en relación al tejido 
interfolicular. Estos resultados son también comparables a los obtenidos en 
estudios previos en cabras (Pérez y cols., 1998, 1999) y ovejas (Meeusen y 
cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996; Pérez y cols., 2002, 2005) infectadas 
con F. hepatica. Al igual que en estudios previos esta respuesta no fue eficaz 
para la eliminación de los parásitos. 
 
1.3.3.- Polaridad de la respuesta Th1/Th2 
 Los anticuerpos monoclonales anti-IL4 y anti-IFNγ bovinos no 
reaccionaron con células del infiltrado inflamatorio hepático en ninguno de los 
animales analizados, sin embargo, sí reaccionaron de forma intensa con 
ocasionales linfocitos de los GLH, lo que confirma que muestran reacción 
cruzada en tejidos de especie caprina. La expresión de IL4 e INF-γ no ha sido 
analizada mediante técnicas inmunohistoquímicas en el infiltrado inflamatorio 
hepático en casos de fasciolosis en estudios previos, por lo que no existen 
referencias para comparar. Dichos anticuerpos sí se han utilizado en estudios 
previos para evaluar la expresión inmunohistoquímica de estas dos citoquinas 
en tejidos de bovinos (Jhonson y cols., 2006) y de koalas (Higgins y cols., 2004) 
lo que permitió evaluar la polaridad de la respuesta Th. 
 La ausencia de expresión de INF-γ en el infiltrado hepático de las cabras 
del presente estudio coincide con la ausencia de respuesta Th1 en infecciones 
por F. hepatica en bovinos (Brown y cols., 1994; Waldvogel y cols., 2004), 
ovinos (Zhang y cols., 2005), búfalos (Molina, 2005) y rata (Tliba y cols., 2002). 
Sin embargo, en fases tempranas (2-5 spi) de infecciones primarias y 
secundarias en bovinos sí se demostró cierta producción de INF-γ por linfocitos 
estimulados (Clery y Mulcahy, 1998; Hoyle y Taylor, 2003), lo que indicaría una 
regulación diferente de la respuesta Th1/Th2 en fases tempranas y tardías de la 
fasciolosis en bovinos.  
En nuestro estudio resulta sorprendente la ausencia de expresión de IL-4 




respuesta de tipo Th2, respuesta que fue confirmada en los tres grupos 
infectados de nuestro estudio al obtener una elevación de los valores de IL-4 
sérica (Buffoni, 2007). La expresión de IL-4 en linfocitos de los GLH podría 
haber originado la elevación de los niveles séricos de esta citoquina. Estos 
resultados están en consonancia con los obtenidos en búfalos infectados con F. 
hepática, en los que se observó una elevación de los niveles séricos de IL-6 e 




























1.- Los grupos inmunizados con GST y con p-Sm14 presentaron una 
disminución de la carga parasitaria respecto al grupo control del 9,2 y 45,9%, 
respectivamente, aunque estas diferencias, al igual que la eliminación de 
huevos, no fueron estadísticamente significativas debido a la elevada 
variabilidad individual.  
 
2.- Los niveles séricos de las enzimas Aspartato-amino transferasa (AST) y 
Gamma-glutation transferasa (GGT) presentaron un incremento transitorio y 
significativo en los tres grupos infectados respecto al control negativo, sin 
apreciar diferencias significativas entre los grupos inmunizados y el grupo 
control infectado.  
 
3.- Las lesiones hepáticas macro y microscópicas en los tres grupos infectados 
fueron características de fasciolosis crónica (perihepatitis fibrosa, trayectos 
crónicos, fibrosis portal, hiperplasia de conductos biliares, granulomas con 
centro necrótico e infiltrado inflamatorio de linfocitos, células plasmáticas, 
eosinófilos y leucocitos globulares). 
 
4.- Los nódulos linfáticos hepáticos de los tres grupos infectados presentaron 
un incremento significativo del peso respecto al control no infectado, aunque no 
hubo diferencias significativas entre los grupos infectados. Este aumento de 
tamaño se debió principalmente a hiperplasia de los folículos linfoides y 
cordones medulares.  
 
5.- El estudio morfométrico en hígado demostró que las lesiones hepáticas 
fueron menos severas en el grupo inmunizado con p-Sm14 que en el grupo 
control infectado, mientras que el grupo inmunizado con GST mostró lesiones 
hepáticas similares al grupo control infectado excepto la hiperplasia de 
conductos biliares que fue menor en el primero.  
 
6.- El estudio morfométrico de los nódulos linfáticos hepáticos demostró un 
incremento significativo de los folículos linfoides en los tres grupos infectados 
respecto al control negativo, sin existir diferencias significativas entre los 





7.- El estudio inmunohistoquímico del hígado mostró una severa respuesta 
inmune local celular caracterizada por un severo infiltrado de linfocitos CD2, 
CD3, CD4 y CD8, así como una severa respuesta humoral caracterizada por 
células plasmáticas y linfocitos IgG+. Estas respuestas fueron más discretas en 
el grupo inmunizado con el p-Sm14 que en el grupo control infectado y en el 
inmunizado con GST. 
 
8.- El estudio inmunohistoquímico de los nódulos linfáticos hepáticos reveló una 
severa respuesta inmune local celular caracterizada por incremento de la 
población de linfocitos CD2, CD3, CD4, CD8 y γδ, así como una severa 
respuesta humoral con incremento de células plasmáticas IgG+. Estas 
respuestas fueron ligeramente menores en el grupo inmunizado con p-sm14 
respecto al grupo control infectado y al inmunizado con GST. 
 
9.- El infiltrado inflamatorio hepático no mostró expresión de IL4 e INF-γ en 
ninguno de los grupos analizados, siendo los linfocitos IL-4+ y los linfocitos 
INF-γ+ muy ocasionales en los nódulos linfáticos hepáticos, lo que no permitió 






























 El objetivo del presente estudio ha sido evaluar la eficacia protectora, así 
como las lesiones y respuestas inmune local y sistémica inducidas por los 
antígenos Glutatión-S-Transferasa (GST) de F. hepatica y un péptido sintético 
(pSm14) derivado del antígeno Sm14 de Schistosoma mansoni. 
 Estos dos candidatos vacunales se han elegido porque han demostrado 
su eficacia en experiencias previas en ganado bovino y ovino con resultados 
variables (Morrison y cols., 1996; Spithill y cols., 1997). Por otra parte, varios 
péptidos del antígeno Sm14 de Schistosoma mansoni han inducido elevada 
protección en ratones y ovejas (Almeida y cols., 2003; Tendler y cols., 2005). 
Para este estudio se utilizaron 21 cabras de 4 meses de edad de raza 
Florida Sevillana. Los animales se dividieron en tres grupos de 6 animales cada 
uno: control positivo de infección (grupo 2); grupo inmunizado con 3 dosis de 
200 µg de GST de Fasciola hepatica utilizando como adyuvante F.C.A. y F.I.A. 
(grupo 3) y un grupo inmunizado con 3 dosis de 80 µg del péptido sintético 
derivado del antígeno Sm14 compuesto por diez aminoácidos, cuya secuencia 
es “N”-EKN/SES/KLT/Q-”C” utilizando como adyuvante 0,66 ml de RIBI® 
(Sigma) y Al(OH)3 (grupo 4). El cuarto grupo estuvo compuesto por 3 animales 
y consistió en un grupo control no inmunizado ni parasitado (grupo 1). La 
inmunización se realizó mediante una inoculación subcutánea en la región del 
hombro con un intervalo entre ellas de 10 días. Los animales de los grupos 2, 3 
y 4 fueron infectados oralmente con una dosis de 200 metacercarias de F. 
hepatica (mc) procedentes del Central Veterinary Laboratory de Weybridge, 
Reino Unido. Posteriormente los animales se eutanasiaron utilizando T-61 
(Intervet, España). 
El estudio parasitológico reveló un descenso en el número de parásitos 
obtenidos en el grupo 4 respecto a los grupos 2 y 3, así como el número medio 
de fasciolas por cada animal. En cuanto al porcentaje de implantación, en el 
grupo 4 también se observó un descenso en el número de parásitos 
implantados en hígado, encontrándose un 46% menos de parásitos que en el 





El estudio anatomopatológico demostró para todos los parámetros 
estudiados un descenso en las lesiones macro y microscópicas observadas en el 
grupo 4 respecto a los grupos 2 y 3, donde éstas fueron más severas, 
particularmente la presencia de perihepatitis, trayectos crónicos del parásito y 
la presencia de granulomas parasitarios.  
En los nódulos linfáticos hepáticos de las cabras de todos los grupos 
infectados se observó una marcada hiperplasia cortical y medular respecto al 
grupo control no infectado, no observándose diferencias entre los grupos. 
El estudio morfométrico aplicado a la superficie hepática, parénquima 
hepático y superficie de conductos biliares demostró un descenso en las 
lesiones observadas en el grupo 4 respecto a las observadas en los grupos 2 y 
3.  En los nódulos linfáticos hepáticos el estudio morfométrico, donde se evaluó 
el porcentaje de corteza ocupado por los folículos linfoides, fue similar en todos 
los grupos infectados y no se observaron diferencias entre ellos. 
El estudio inmunohistoquímico en hígado demostró una intensa 
respuesta inmune celular respecto al grupo control no infectado, representada 
por un severo infiltrado de linfocitos T (CD2+, CD3+) localizado 
fundamentalmente en espacios porta. Los linfocitos Th (CD4+) y los linfocitos 
Tc (CD8+) también fueron numerosos aunque en menor medida que los CD2+ 
y CD3+, y por último la presencia de linfocitos γδ+ en hígado fue ocasional. El 
grupo 4 presentó un descenso en todas las subpoblaciones analizadas respecto 
al resto de grupos infectados. La respuesta inmune humoral representada por 
la expresión de IgG-caprina reveló un aumento en el número de células 
positivas de todos los grupos infectados respecto al grupo control no infectado. 
De nuevo, entre los grupos infectados el grupo 4 presentó un descenso en el 
número de células positivas respecto al resto de grupos infectados. 
El estudio inmunohistoquímico de nódulos linfáticos hepáticos demostró 
una intensa respuesta inmune celular respecto al grupo control no infectado. El 
grupo 4 presentó en las zonas foliculares similares resultados al resto de grupos 
infectados para los anticuerpos anti-CD2 y anti-CD4 y ligeramente superiores al 
grupo 3 respecto al anticuerpo anti-CD8, y a los grupos 2 y 3 respecto al 
anticuerpo anti-γδ. En las zonas interfoliculares todos los grupos infectados 
mostraron valores similares. La respuesta inmune humoral fue muy marcada en 
todos los grupos infectados comparados con el grupo control no infectado, 




mostrando de nuevo el grupo 4 un descenso en el número de células positivas 
comparado con el resto de grupos infectados. 
Las respuestas inmunes locales, tanto de tipo celular como humoral, no 
mostraron un carácter protector, ya que a pesar de ser intensas como se ha 
demostró en el estudio inmunohistoquímico en hígado y nódulos linfáticos 
hepáticos, no confirieron protección frente a la enfermedad. Sin embargo el p-
Sm14 ha inducido cierta inmunidad protectora en cabras (disminución del 
número de fasciolas (46%), ligera disminución del tamaño de las mismas y 
sobre todo, menores lesiones hepáticas), respecto al grupo control no infectado. 
Por el contrario, la GST de F. hepatica no provocó protección alguna en las 
































 The aim of this study was to evaluate the protective efficacy, lesions and 
the local and immune response, induced by two vaccines based on Glutathione-
S-Transferase (GST) of F. hepatica and a synthetic peptide (pSm14) from the 
antigen Sm14 of Schistosoma mansoni in goats challenged with F. hepatica.  
 Twenty- one 4-month-old Florida Sevillana breed goats were used in this 
study. The animals were classified in 3 groups of 6 goats each one: control of 
infection (group 2); group infected with 200 µg of Fasciola hepatica GST with 
F.C.A. and F.I.A. used as adjuvant in 3 doses (group 3); and the last group, 
immunized with 3 doses of 80 µg of the peptide from the antigen Sm14, 
composed by ten aminoacids, whose sequence is “N”-EKN/SES/KLT/Q-“C” 
(group 4) in 0,66 ml of RIBI® (Sigma) and Al(OH)3 as adjuvant. The non-
immunized and non-parasitized control (group 1) had three animals. The 
immunization was carried out by a subcutaneous inoculation in the scapula 
region in three doses separated in ten days each one. At the fourteenth week of 
the experience, the animals of the groups 2, 3 and 4 were orally infected with 
one doses of 200 metacercariae of F. hepatica (mc) from the Central Veterinary 
Laboratory of Weybrigde (United Kingdom). Later, in the week 34, the 
euthanasia was applied to the animals using T-61® (Intervet, Spain). 
The parasitological study showed a number of parasites of 53.2±40.06, 
48.3±20.14 and 28.8±22.97 for the groups 2, 3 and 4, respectively. This 
suggests a reduction of 45.9% and 9.2% in the groups immunized with pSm14 
and GST, respectively. Nevertheless, these differences were not statistically 
significative due to high individual variability. 
The pathological study showed a decrease in gross and microscopic 
hepatic lesions (specially the presence of perihepatitis, chronic tracts and the 
presence of granulomatous lesions) observed in group 4 compared with the 
groups 2 and 3. 
The weight of the hepatic lymph nodes in all the groups infected showed 
a significative increase compared with the non-infected group (group 1). The 




hyperplasia compared with the non-infected group, without differences between 
groups.  
The morphometric study revealed a significative decrease in the 
damaged hepatic surface and hepatic parenchyma as well as the surface of bile 
ducts in group 4 compared with groups 2 and 3. 
In the hepatic lymph nodes the morphometrical study, where the 
percentage of cortical area in the lymphoid follicles was evaluated, was similar 
in the three infected groups and differences were not appreciated among them. 
However, a marked increase in infected groups respect to the control group 
was found. 
The immunohistochemical study in liver showed an intense cellular 
immune response compared with the non-infected group. We observed a 
severe infiltrate of T lymphocytes (CD2+, CD3+) located principally in the 
portal space. The Th (CD4+) and Tc (CD8+) lymphocytes also were numerous 
although in a lesser degree than CD2+ and CD3+, and last the presence of γδ+ 
lymphocytes in liver was occasional. Group 4 showed a decrease in all the 
lymphocyte subsets analyzed compared with the infected groups. The humoral 
immune response (expression of IgG) revealed an increase in the positive cells 
in all the groups infected compared with the non-infected group. Again, group 4 
showed a decrease in the positive cells compared with the infected groups. 
The immunohistochemical study in the hepatic lymph nodes showed an 
intense cellular immune response compared with the non-infected group. Group 
4 showed in the follicular areas similar results to the groups infected for the 
antibodies against CD2 and CD4 and slightly superior to group 3 for the 
antibody against CD8, and to groups 2 and 3 for the antibody against γδ cells. 
In the interfollicular areas all the groups infected showed similar values. The 
number of IgG+ cells was high in all the groups infected, especially in the 
medullar cords, compared with the non-infected group. Again, group 4 showed 
a decrease in the positive cells compared with the groups infected. 
The local immune responses (cellular and humoral) did not show a 
protector character. These responses were intense as demonstrated the 
immunohistochemical study in liver and hepatic lymph nodes but did not 
provide protection against the disease. Nevertheless, although the individual 




variability was high, p-Sm14 could induce some protective immunity in goats 
(decrease in the number of parasites (46%), light decrease in the size of 
parasites and, above all, less hepatic lesions), compared with the non-infected 
group. On the contrary, GST of F. hepatica did not induce protection in the 
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